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RESUMO 
Os bioprodutos derivados de resíduos lignopolissacrídico, entre eles o etanol de segunda 
geração ou bioetanol lignocelulósico, são considerados um produto energético sustentável, 
sendo a transformação dos polissacarídeos da parede celular vegetal em açúcares 
fermentáveis, um dos principais desafios desta cadeia produtiva.  O uso de enzimas 
(hidrolases glicolíticas) neste procedimento é de extrema importância e a descoberta e 
caracterização de novas hidrolases serão de grande avalia para o melhoramento e 
desenvolvimento dessa atividade econômica. Cupins exercem um papel importante na 
ciclagem de carbono e nitrogênio no meio ambiente. Responsabilizando-se por cerca de 90% 
da degradação da matéria vegetal-seca em florestas tropicais, os cupins são considerados 
ecologicamente como um biorreator natural de transformação de materiais lignocelulósicos 
em açúcares. Seu “arsenal” enzimático (endógeno e simbiôntico) é uma fonte de enzimas que 
agem em um sinergismo eficiente e que deve ser estudada visando a sua aplicação 
biotecnológica (Digestoma). O objetivo desse dissertação foi de  obter informações  sobre o 
digestoma de C. gestroi, em particular identificando  hidrolases glicolíticas (polissacaridases) 
desse digestoma por abordagens de bioquímica e metaproteômica, além de caracterizar 
funcionalmente cinco hidrolases glicolíticas e enzimas acessórias do cupim C. gestroi 
identificados em seu metranscriptoma. A caracterização bioquímica do extrato bruto protéico 
de C. gestroi mostrou que o mesmo é capaz de hidrolisar diferentes tipos de ligações 
glicosídicas em diversos substratos polissacarídeos naturais em diversos pH diferentes (pH 4 
- pH 8). A análise do metaproteoma identificou cerca de 55 proteínas com similaridades com 
hidrolases glicolíticas, sendo a ocorrência dessas proteínas validadas funcionalmente como 
	  	  
 8	  
dados de ensaios enzimáticos e análise de eletroforese capilar. A caracterização funcional de 
uma Endo-ß-1,4-glicosidase (EG1Cg - GH9) e uma ß-1,4-glicosidase (BG1Cg - GH1) 
endógenas que as enzimas possui uma atividade ótima em pH em torno de pH 5-6, a 
temperatura ótima de atividade foi em torno de 50-55 ºC, além de a cinética enzimática 
revelar um padrão michaeliano para as enzimas. O modo de operação dessas enzimas são 
conservados, bem como sua estrutura tridimensional e resíduos catalíticos. Concluímos que o 
cupim Coptotermes gestroi possui as principais classes de hidrolases glicolíticas envolvidas 
na degradação da biomassa vegetal, sendo essas enzimas de grande potencial biotecnológico. 
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ABSTRACT 
The bioproducts derived from lignopolissascharides residues, such as, second-generation 
ethanol or lignocellulosic bioethanol, are considered a sustainable energy product, and the 
transformation of plant cell wall polysaccharides into fermentable sugars, one of the main 
challenges to enhance productivity of this bioproduct. The use of enzymes (glycoside 
hydrolases) in this procedure is substantial and discovery and characterizations of new 
hydrolases are high rating for the improvement and development of this economic activity. 
Termites play an important role in the cycling of carbon and nitrogen in the environment. 
They are responsible for about 90% o plant matter-dry degradation in tropical forests. 
Termites are ecologically considered as a natural bioreactor for conversion of lignocellulosic 
materials into sugar. It enzymatic repertoire (endogenous and symbiotic) is a source of 
enzymes that act in a effective synergism and should be studied to determine whether its 
biotechnological application. Initially, the aim of this thesis was to obtain information about 
the digestoma of lower termite Coptotermes gestroi, particularly the glycoside hydrolases 
(polissacharidases) by a biochemical and metaproteomic approach and the secondly aim 
were characterize functionally five enzymes from C. gestroi digestome (glycoside hydrolases 
and accessory proteins). Biochemical characterization of crude extract protein from C. 
gestroi showed that it is able to hydrolyze glycosidic linkages of different types in different 
natural polysaccharide substrates in several different pH (pH 4 - pH 8). The analysis of 
metaproteoma identified about 55 proteins with similarities to glycoside hydrolases, and the 
occurrence of these proteins were functionally validated with biochemical assays and 
capillary electrophoresis. The functional characterization of endogenous endo-ß-1,4-
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glucosidase (CgEG1 - GH9) and a ß-1 ,4-glucosidase (CgBG1 - GH1) from C. gestroi  
showed  the optimum pH of activity  around pH 5.6 , the optimum temperature for activity 
was around 50-55 °C, further than enzyme kinetics reveal a pattern michaeliano for enzymes. 
The modes of operation of these enzymes are conserved, as well as their three-dimensional 
structure and catalytic residues. Thus we conclude that the lower termite Coptotermes gestroi 
has the major classes of hydrolases involved in the glycolytic degradation of plant biomass 
being these enzymes of great biotechnological potential. 
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Capítulo 1  - Revisão Bibliográfica 
1.1  A biomassa como fonte de energia renovável  	  
Criado em 1991 pela Organização das Nações Unidas (ONU), o IPCC (International 
Panel of Climatics Changes – Painel Internacional de Mudanças Climáticas) teve como grande 
objetivo conhecer as causas do fenômeno atual do aquecimento global. Desse modo, 
identificou-se que o principal agente dessa mudança climática seria a emissão de gases estufas 
poluentes (CO2, CO e etc.), oriundo principalmente dos processos industriais e de meios de 
transportes. Tais atividades possuem a sua matriz energética atrelada a utilização de 
combustíveis fosseis, principalmente o petróleo que é uma fonte não renovável e que está em 
declínio de suas reservas (Ricklefs, 2003). Vinculado a esses dois motivos, ambiental e 
econômico, o mundo hoje percorre uma grande caminhada para novas fontes de energia 
alternativas que seja no mínimo  renováveis. 
Atualmente políticas públicas e privadas vêm sendo empregadas para o desenvolvimento 
de novas fontes de energia limpa e/ou renovável e melhoramento daquelas que já existem. 
Assim, o protocolo de Kyoto lavrado em 1997 por muitos países, excluindo o EUA, firmou a 
redução das emissões de gases estufa pelos países industrializados, além de indicar uma série de 
medidas mitigatórias ambientais e econômicas. Entre elas destacam-se o financiamento, por 
esses países, de pesquisa e desenvolvimento de tecnologias que permitam a geração de energia 
limpa e/ou renovável, tendo como grandes protagonistas a energia eólica, solar e o uso da 
biomassa (Chang, 2002). 
A biomassa é definida como materiais orgânicos biológicos contidos em organismos 
vivos ou mortos, na qual os seus carbonos são utilizados para a produção de energia (Tengerdy 
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& Szacks, 2002). Desta forma, é considerada uma fonte de energia renovável, pois os seus 
carbonos estão incluídos na ciclagem do carbono na natureza, diferenciando-se da energia 
obtida do carbono fóssil (gás, carvão e petróleo) que não mais participa dos ciclos 
biogeoquímicos. 
A biomassa vegetal é responsável por cerca de 60% da biomassa no mundo (Tengerdy & 
Szacks, 2002), sendo que 90% desse material é composto de material lignocelulósico e os 10% 
restantes por materiais oleaginosos e outros. Este material é composto pela celulose, 
hemicelulose, pectina e a lignina que são os componentes da parede celular vegetal, sendo a 
celulose, hemicelulose e a pectina polímeros de açúcares que podem ser utilizados para a 
formação de bioprodutos. A celulose, se organiza em forma de microfibrilas microcristalinas 
(polímeros de glicose antiparalelos ligados por ligação de hidrogênio), a qual se juntam 
formando macrofibrilas (Fig. 1.1). Essas macrofibrilas estão envolvida por uma matriz de 
hemicelulose e pectinas formando uma arcabouço rígido, que é sustentado estruturalmente pela 
lignina (Fig. 1.1).  
O principal desafio para a  indústria energética é a desconstrução da biomassa vegetal de 
forma preservativa, o que permite a conversão dos açúcares em bioprodutos de valor agregado, 
como por exemplo o etanol e outras cadeias carbônicas. Turkenburg (2000) descreveu rotas não 
preservativas e preservativas para a conversão da energia contida na biomassa em energia 
disponível para a utilização. As vias não preservativas são baseadas na produção de calor e 
eletricidade, sendo a via preservativa baseada  na produção de bioprodutos. 
A primeira via, baseada na geração de calor, utiliza-se da combustão da biomassa para 
geração de vapor, o qual pode tanto ser aproveitada para a aquecimento ou para aquisição de 
eletricidade. A segunda via é a produção de energia elétrica, a qual baseia-se na utilização de 
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técnicas como a gaseificação, pirólise e liquefação, onde o biogás vindo destas etapas é 
processado e tem como produto final a produção de energia elétrica.  
A terceira via é a produção de bioprodutos pela decomposição da biomassa e o 
processamento de suas partes menores. Isso ocorre geralmente de três formas: a primeira é pela 
fermentação de mono e/ou dissacarídeos presentes nas seivas e frutos de vegetais, como por 
exemplo a garapa da cana-de-açúcar, onde a sua sacarose é fermentada a etanol; a segunda 
forma é pela extração de óleos a partir de organismos oleaginosos tais como as algas; e a 
terceira é a conversão da parede celular vegetal em mono e dissacarídeos fermentescíveis  que é 
o principal desafio na produção de bioprodutos lignocelulósicos. Rubin (2008) descreve que 
esse último processo pode ser desenvolvido de maneira mais eficiente com estudos de 
bioquímica, genômica e biotecnologia de organismos lignocelulolíticos tais como bactérias, 
fungos e cupins. 
 
Figura. 1.1. Representação esquemática da parede celular.  
Adaptado de Boundet et. al (2003). Nota-se o nome “Cellulose” 
referente as microfibrilas e o seu conjunto, as macrofibrilas, em 
laranja. 
1.1.1  O desenvolvimento de bioprodutos, tais como biocombustíveis, a partir 
da biomassa 
Os biocombustíveis possuem aplicações satisfatórias em semelhança aos combustíveis 
fósseis (Hahn-Hägerdal, 2006). O mais conhecido, o bioetanol, poder ser utilizado de forma 
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pura ou misturado à gasolina em substituição ao composto tetraetil-chumbo, usado para garantir 
longevidade a motores e proibido no Brasil. Tal substituição auxilia a redução dos impactos 
sobre o ambiente e deste modo vem se destacando como um biocombustível de grande consumo 
no Brasil e nos Estados Unidos (Szczodrak & Fiedurek, 1995). 
O bioetanol brasileiro é obtido a partir da fermentação dos açúcares da cana-de-açúcar e o 
bioetanol norte-americano é originado a partir da fermentação do amido do milho. Entretanto, o 
milho é utilizado como alimento, podendo causar futuramente, problemas com relação a 
disponibilidade dos mesmos (Srinivasan, 2009). Dentro desta concepção, a biomassa surge 
como uma grande fonte de açúcares, sendo os resíduos florestais (florestas de Bamboo, 
Eucalyptus, Poplar) resíduos da lavoura da cana-de-açúcar (bagaço da cana) e resíduos de 
papel, os melhores candidatos a matéria prima para a produção de bioetanol lignocelulósico 
(Hahn-Hägerdal, 2006).  
O processo de produção do etanol a partir de biomassa lignocelulósica envolve passos 
físicos, químicos e/ou biológicos. Tal processo inicia-se com um pré-tratamento (físico e/ou 
químico) do material; posteriormente o material é tratado com hidrolases glicolíticas e proteínas 
acessórias para a geração de monossacarídeos (hexoses e pentoses), depois ocorre a recuperação 
da lignina,  seguido da fermentação de açúcares a etanol e, por fim, a recuperação dos produtos 
finais (Gregg & Saddler, 1995). Os eventos biológicos que ocorrem na conversão de 
polissacarídeos em etanol são: a) produção e aplicação de enzimas que hidrolisam ligações 
glicosídicas; b) hidrólise da celulose e de outros polissacarídeos presentes; c) fermentação dos 
produtos da hidrólise da celulose (celobiose, glicoses); d) fermentação dos produtos da hidrólise 
da hemicelulose (pentoses) (Lynd, et al., 2002). 
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Dentro desses passos existem na literatura várias configurações destes processos 
biológicos, incluindo diferenças nas eficiências, sendo os principais: SHF (Separate Hydrolysis 
Fermentation) – no qual os eventos biológicos ocorrem em quatro passos separadamente 
(Wright et al., 1988); SSF (Simultaneous Saccharification  Fermentation) – no qual a hidrólise e 
fermentação da celulose ocorre em um único passo e a produção de celulases e hidrólise das 
hemiceluloses acontecem em dois outros passos separados (Takagi et al, 1977); SSCF – 
(Simultaneous Saccharification and Co-Fermentation) – uma adaptação do SSF que difere 
apenas na fermentação da glicose e pentoses, a qual ocorrem juntas; e CBP (Consolidated 
BioProcessing) no qual os quatros eventos ocorrem em uma só via, em um mesmo reator ou 
fermentador, sendo um único organismo responsável por todos os estágios (Wang et al., 1983; 
Lynd et al.,  1991 e 2005). 
A eficiência de processos que convertem compostos lignocelulósicos em bioprodutos 
vem aumentando consideravelmente, mas ainda não é economicamente viável para a 
comercialização (Szczodrak & Fiedurek, 1995). As melhorias necessárias aos processos 
concentram-se principalmente no aumento de eficiência da fermentação de pentoses e da 
hidrólise dos polissacarídeos por proteínas ativas em carboidratos (celulases, hemicelulases e 
pectinases) mais eficientes  e mais com menor custo de produção (Cardona & Sanchez, 2007). 
1.2  Proteínas ativas em carboidratos 
As proteínas ativas em polissacarídeos caracterizam-se principalmente pela sua 
capacidade de hidrolisar polímeros de carboidratos ou de ainda transformar, desestabilizar e/ou 
reorganizar esses tipos de cadeias orgânicas (Fry, 2004). Os principais produtores destas 
enzimas são os fungos decompositores, e alguns patogênicos, bactérias e animais que se 
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alimentam de compostos lignocelulósicos tais como cracas, baratas e principalmente os cupins 
(Watanabe e Tokuda, 2010).  
Entre essas proteínas destacam-se as hidrolases glicolíticas. Essas enzimas quebram a 
cadeia polissacarídica gerando principalmente mono, di e/ou oligossacarídeos, enquanto outras 
proteínas, chamadas de acessórias,  tais como as transferases sacarídicas  (glycosyl 
transferases), expansinas (swollenin), carboxilesterases  e módulos de ligação a carboidratos 
(CBM- carbohydrate binding module) auxiliam nas modificações de polissacarídeos.  
1.2.1  Enzimas e Proteínas  Acessórias  	  
Entre as enzimas e proteínas acessórias ativas em polissacarídeos destacam-se as 
transferases sacarídicas, expansinas e feruloil esterases (carboxiesterases). As transferases, mais 
conhecidas como XHT (xiloglucano transferase) é responsável pelo elastecimento da parede 
celular  vegetal, permitindo o crescimento da parede secundária em plantas de porte arbóreo 
(Cosgrove, 2005). O modo de ação dessas enzimas ocorre pela capacidade de hidrolisar cadeias 
polissacarídicas e “colá-las” em outras cadeias existentes, permitindo assim uma reorganização 
da parede celular em eventos como florescimento e amadurecimento de frutos (Minic e Jouanin, 
2006). 
As expansinas são proteínas conhecidas também como soleninas e possui a capacidade 
de ligar-se a microfibrila de celulose e enfraquecer as ligações de hidrogênio entre os polímeros 
anti-paralelos de celulose (Lee et. al., 2001).  Elas são classificadas em α-expansinas e β-
expansinas de acordo com a sua estrutura de aminoácidos (Jones e McQuuen-Mason, 2003). 
Baker e colaboradores (2000) demonstraram que a adição de expansinas em uma reação de 
sacarificação com endo-glucanases de Tricoderma reesei melhora a hidrólise da celulose  
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reduzindo o tempo de conversão em  algumas horas.  
As feruloil esterases são enzimas do tipo carboxilesterases, a qual separam a 
hemicelulose da lignina através da quebra da ligação éster entre o ácido ferúlico e a 
hemicelulose presente no material lignocelulósico. Estes ácidos são os responsáveis pela ligação 
dos resíduos de arabinoses, da hemiceluloses,  à resíduos fenólicos da lignina, servindo de ponte 
para a estabilização da parede celular (Koseki et al., 2006). Desta forma, esterases são de grande 
importância para a desestabilização da biomassa lignocelulósica, permitindo uma maior 
exposição dos polissacarídeos as hidrolases glicolíticas. 
1.2.2 Hidrolases Glicolíticas 	  
Hidrolases glicolíticas são enzimas de origens vegetal, microbiana e animal, 
responsáveis pela degradação de polissacarídeos (polímeros de açúcar) contidos nas paredes 
celulares dos vegetais, tais como: celulose, hemiceluloses e pectinas. Essas enzimas são  
conhecidas como celulases, xilanases, pectinases entre outras (Minic e Jouanin, 2005)  
possuindo-se muitos estudos sobre a função, estrutura, bioquímica e modo de ação dessas 
enzimas (Davies e Henrissat, 1995).  
O mecanismo de ação catalítica dessas enzimas se dá na presença de água, A hidrólise 
da ligação α ou β entre os glicídios da cadeia polissacarídica gera monossacarídeos ou 
oligossacarídeos liberando uma aglicona (RO-H). Uma forma de classificar esses mecanismos 
de ação é observando a configuração anomérica do açúcar liberado na reação. Ele pode ter sua 
configuração mantida, sendo essas hidrolases glicolíticas classificadas como enzimas retentoras 
ou pode ter a configuração alterada, classificando as enzimas como inversoras (Gebler et al., 
1992).  
	  	  
 24	  
Do ponto de vista químico da catálise, essas enzimas possuem em seu sítio catalítico, um 
resíduo de aminoácido doador de prótons (resíduo ácido) e um outro nucleofílico/básico, sendo 
o aceptor de prótons. Dessa forma, o resíduo doador protona o oxigênio da ligação glicosídica e 
o aceptor promove a saída da aglicona (McCarter and Withers, 1994). Sobre a biofísica e 
bioquímica dessas enzimas podemos inferir que as hidrolases glicolíticas possuem um faixa de 
temperatura ótima e termoestabilidade bastante variáveis chegando a atuar em 100ºC (Graham 
et al., 2011) ou manter atividade em 90º C por várias horas (Squina et al, 2009; Wang et al., 
2011).  
Uma outra forma de classificação é descrita por Fry (2004), o qual classifica as 
hidrolases em três grupos principais de acordo com seu modo de ação. O primeiro é composto 
por exopolissacaridases que tem como local de ação terminais não reduzidos e grupos laterais 
de polissacarídeos e de oligossacarídeos, na qual a sua ação enzimática gera mono ou 
dissacarídeos. O segundo grupo, as endopolisacaridases tem o seu local de ação em qualquer 
ponto interno da cadeia polissacarídica, sendo que o resultado da sua ação gera grandes 
fragmentos de oligossacarídeos, contribuindo para a diminuição da cristalinidade do mesmo. O 
terceiro grupo não tem ação diretamente na estrutura desses polímeros e sim em grupos laterais 
ligados aos mesmos tais como, O-ácetil e O-metil.  
Essas polissacaridases podem ser ou não acopladas a domínios protéicos de ligação a 
carboidrato (CBM – Carbohydrate Binding Modules) (Linder e Teeri, 1997), formando um 
multidomínio na qual estabiliza fisicamente a reação enzimática (Figura 1.2).  
 
	  	  
 25	  
Figura 1.2. Ilustração mostrando o modo de ação de hidrolases glicolíticas de multidomínio e 
domínio único. (CBM - Carbohydrate Binding Module - Módulo de ligação a carboidrato). Adaptado de 
Watanabe e Tokuda (2010). 
 
Devido a grande quantidade de informações sobre as hidrolases microbianas no campo 
de sua diversidade estrutural e de domínios catalíticos Henrissat (1991) propôs um sistema de 
classificação baseado em sequências de aminoácidos e resíduos catalíticos. Os dados sobre as 
estruturas, domínios catalíticos e sequências nucleotídicas e de aminoácidos estão disponíveis 
no banco de dados do CAZy (www.cazy.org) (Cantarel et al., 2009). O CAZy dispões de 
informações para 130 famílias de hidrolases glicolíticas, famílias de módulo de ligação a 
carboidratos e glicosiltransferases. 
1.3 Biologia de cupim 	  
Cupim é o nome popular dado aos insetos pertencentes à Ordem Isoptera. Existem hoje 
na literatura mais de 3000 espécies de cupins descritas e distribuídas por sete famílias 
(Eggleton, 2011)  (Fig. 1.3). A origem desse grupo ocorreu no período cretáceo com expansão 
no terciário, sendo a sua evolução derivada de baratas do gênero Cryptocercus (Klass et. al., 
2008), o que torna o cupim uma barata altamente especializada. Os cupins são insetos sociais 
divididos em castas: operários que nutrem a colônia digerindo compostos orgânicos; soldados 
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que defendem a colônia de predadores e competidores; alados que são os colonizadores e por 
fim os reprodutores: a rainha o rei (Costa-Leonardo, et. al, 1999). Além disso, cupins 
desempenham uma grande importância ecológica nos trópicos, por serem hábeis em decompor a 
biomassa de forma eficiente, ajudando na ciclagem do carbono e nitrogênio (Su e Scheffrahn, 
1998), além de exercer um importante papel na dieta de macacos chimpanzés (Sanz  et. al., 
2004). 
Quanto ao modo de vida e nutrição podemos classificar os cupins em três grupos. O 
primeiro grupo é o dos cupins dependentes de fungos, associado geralmente ao basidiomiceto 
do gênero Termitomyces, sendo o responsável pelo consumo de 90% da biomassa seca em 
florestas tropicais (Ohkuma, 2003). O segundo grupo chamados de cupins de solo, nutre-se 
principalmente de terra e quase não utilizam carboidratos em sua alimentação, sendo os 
compostos húmicos e polifenólicos sua principal fonte de energia. O terceiro grupo, a qual 
pertence a espécie em estudo, são conhecidos como cupins de madeira o qual nutrem-se de 
compostos lignocelulósicos (Kudo, 2009; Butller e Buckerfield, 1979; Katsumata et al, 2007). 
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Figura 1.3. Filogenia da ordem Isoptera. A figura mostra evolução das sete 
famílias cupins e a classificação quanto a presença de protozoários (cupins 
inferiores) e ausência (cupins superiores). Cryptocercidae é uma família da 
ordem Blattodea (baratas) usado como grupo externo. Adaptado de Korb 2007a. 	  
Essa habilidade acaba sendo prejudicial para a sociedade moderna, pois algumas 
espécies tornaram-se pragas trazendo muitos problemas para os centros urbanos e rurais. 
Estima-se que os danos anuais mundiais causado pelos cupins somem mais do que 50 bilhões de 
dólares americanos e só no EUA onze bilhões de dólares são despendidos, por ano, no controle 
desses insetos (Korb, 2007b). 
1.3.1 Fisiologia digestiva de cupins 	  
A literatura descreve os cupins como o mais poderoso biorreator natural do mundo 
(Brune, 2000), pois possuem a capacidade de degradar celulose com 90 % de eficiência e 
hemiceluloses com 65 % através de estudos de conteúdo fecal do cupim Cryptotermes brevis 
(Katsumata et al., 2007). A habilidade desses insetos em digerir materiais lignocelulósicos é 
devida a uma enorme complexidade que se perfaz por todo seu trato digestivo do ponto de vista 
físico, químico e biológico. O trato digestivo de cupins é geralmente compartimentalizado em 
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três partes: o intestino anterior (foregut), intestino médio (midgut) e o intestino posterior 
(hindgut), sendo o último mais conhecido por ser uma câmara fermentativa (Fig. 1.4). O 
processo de decomposição dos materiais lignocelulósicos  inicia-se por uma eficiente quebra 
física da parede celular vegetal executada pelas mandíbulas do inseto, facilitando a passagem do 
material pelo minúsculo trato digestivo e potencializando a área de ação das enzimas 
hidrolíticas. O tamanho da partícula é reduzido a cerca de 20 µm no cupim Coptotermes 
formosanus após passar pela mandíbula (Fujita, et. al., 2010).  
Figura 1.4. Foto do trato digestivo do cupim Coptotermes formosanus mostrando a 
compartimentalização do intestino. C - Intestino anterior; M e ms - Intestino médio;  P1 a P5 - 
intestino posterior. Barra de escala 1mm. Adaptado de Hongoh, 2011.  
 
Esse material entra na região do intestino anterior ou foregut, o qual sofrerá a ação de 
enzimas endógenas lignocelulolíticas (celulase, ß-glicosidase, lacases) secretadas pela glândula 
salivar do animal (Brune e Ohkuma, 2011). À medida que esse material se desloca para o 
intestino médio ele é “moído” pela segunda vez, por uma região intermediária entre os dois 
compartimentos do trato digestivo conhecido como pró-ventrículo (região esclerotinizada), o 
qual reduz o tamanhão médio da partícula para cerca de 10 µm. (Fujita et al, 2010). Já no 
intestino médio esse material sofrerá ação novamente de enzimas digestivas endógenas, sendo 
secretadas pela parede do tubo digestivo, logo após o material é mandado para o intestino 
posterior para ser fermentado pelos simbiontes (Hongoh, 2011; Watanabe e Tokuda, 2001). 
Algumas dessas enzimas (endógenas e simbiontes) já foram identificadas e caracterizadas, 
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sendo consideradas promissoras para o uso biotecnológico (Watanabe e Tokuda, 2010). 
Dentre os simbiontes do trato digestivo estão descritas espécies de bactérias, archeas e 
protozoários flagelados (Hongoh, 2010) que também degradam a biomassa e utiliza-se desses 
açúcares para produzir acetato, o qual será absorvido pelos cupins (Yoshimura, 1995). Os 
principais e mais abundantes produtos gerados pela fermentação desses açúcares são H2 e CO2 
que são incorporados por bactérias acetogênicas, que produzem mais acetato no sistema 
(Breznak e Switzer, 1986). Os cupins são ainda classificados em “lower termites” (cupins 
inferiores) e “higher termites” (cupins superiores) (Fig. 1.3),  de acordo com os simbiontes 
presentes em seu trato digestivo. Os “higher termites” representados pela família Termitideae, 
não possuem nem fungos ou protozoários flagelados em seu trato digestivo, sendo a 
decomposição e fermentação realizada apenas por bactérias e por suas enzimas endógenas 
(Slaytor, 1992; Slaytor et. al., 1997).  Já os “lower termites” possui os três tipos de micro-
organismo associados ao seu trato digestivo. Existe uma lacuna na literatura quanto a eficiência 
de degradação de biomassa vegetal entre esses dois grupos de cupins, não sendo possível 
nenhum tipo de comparação. 
 Ao longo de décadas, a maioria das pesquisas com cupins almejavam somente o 
desenvolvimento de um modo de controle, entretanto nos dias atuais esta concepção vem 
mudando (Tokuda e Watanabe, 2010). Esses insetos são vistos hoje, como um biorreator natural 
(Brune, 1998), tal como um fermentador anaeróbico robusto. Isto ocorre porque seu trato 
digestivo possui microambientes com grande fluxo de matéria orgânica, enzimas endógenas e 
simbiônticas, variações de regiões anaeróbicas (no centro do tubo digestivo) e de regiões 
microóxicas (regiões epiteliais do tubo digestivo) e variações de pH (pH > 12 no início do 
intestino médio - Midgut - com pH neutro ou levemente ácido - pH 6.5 na câmera fermentativa- 
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hindgut) gerando um microcosmos propício a uma eficiente degradação da madeira (Watanabe 
e Tokuda, 2010). Uma vez mimetizado esse microambiente, ele poderá ser empregado a 
processos biotecnológicos de grande importância para a sociedade, tal como a  produção de 
bioprodutos lignocelulósicos (Brune, 2000). 
1.3.2 Hidrolases glicolíticas e proteínas acessórias em Animais e Cupins 	  
 Por muito tempo a literatura descrevia o fenômeno de degradação lignocelulósica em  
animais somente devido à associação destes com simbiontes fúngicos, protozoários e 
bacterianos. Porém dois trabalhos do final da década de 90 deram outros rumos a este dogma. 
Watanabe e colaboradores (1997) e Tokuda e colaboradores (1997) descreveram a primeira 
evidência da produção de celulases  e seus genes pelos cupins Reticulitermes speratus e 
Nasutitermes takasagoensis respectivamente, sendo então consideradas hidrolases glicolíticas 
endógenas. Yan e colaboradores (1998) descreveram e caracterizaram os primeiros quatro genes 
de celulases produzidos pelos nemátodas, parasitas de plantas, Globodera rostochiensis e 
Heterodera glycines, sendo estas sequências classificadas como de origem animal. 
Nos últimos anos, evidências de hidrolases glicolíticas endógenas em outros artrópodes 
e crustáceos foram amplamente descritos. Dentre elas destacam-se as encontradas em lagosta, 
besouros e baratas (Watanabe e Tokuda, 2001). Essas celulases são classificadas como 
membros da família GH 9 do CAZY, que é a mais diversa (plantas, animais e bacterianas – 
ausências de fúngicas), sendo formada principalmente por Endo-β-1,4-glicosidases e por 
membros da família GH 1, representada pelas β-1,4-glicosidases. A origem evolutiva dessas 
hidrolases em animais permanece ainda um campo obscuro, com muitas especulações acerca 
dos processos genéticos  e mecanismos evolutivos envolvidos. 
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Entre as hidrolases glicolíticas de origem animal, as de cupins são de longe as mais 
caracterizadas genética e bioquimicamente (Watanabe e Tokuda, 2010). As primeiras hidrolases 
clonadas e expressadas foram as Endo-β-1,4-glicosidases, RsEG1 e NtEG1,  dos cupins 
Reticulitermes speratus e Nasutitermes takasagoensis, respectivamente, sendo elas classificadas 
como pertencentes a família GH 9. Tokuda e colaboradores (2002) clonaram a primeira β-1,4-
glicosidase, do cupim Neotermes koshunensis a (NtBG1) e as classificaram como membro da 
família GH 1. Outros genes endógenos classificados em GH9 e GH1 foram clonados, 
expressados e caracterizados funcionalmente (Ni et. al., 2007; Tokuda et. al., 2009). 
Enzimas de simbiontes foram purificadas ou clonadas, expressadas e caracterizadas 
funcionalmente. Celobiohidrolases oriundas de protozoários, classificadas como da família GH7  
foram caracterizadas bioquimicamente (Nakashima et al, 2002a; Todaka et al., 2010a). 
Xilanases de protozoários classificadas como GH 10 e GH 11 foram purificadas, caracterizadas 
bioquimicamente e clonadas do trato digestivo do cupim Coptotermes formosanus (Arakawa et 
al., 2009). 
O repertório de enzimas conhecidas atuando no trato digestivo de cupins vem sendo 
ampliado devido às pesquisas de metagenômica em cupins. A metagenômica é um ramo 
derivado da genômica que visa acessar o conteúdo dos genomas de comunidades microbianas, 
principalmente daqueles microorganismos que não podem ser cultivados e isolados. Essa 
ferramenta permite a análise da biodiversidade de um ambiente qualquer, revelando as relações 
ecológicas de um determinado local (solo, rio, mar, planta e insetos) (Pace, 1997). 
 O estudo em larga escala dos genes para hidrolases glicolíticas e enzimas acessórias  em 
cupins tem sido chamado de “Digestômica”. Deste modo Scharf e Tartar (2008) propõe o termo 
digestoma para o estudo de genes, proteínas, enzimas e co-fatores relacionados a degradação de 
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materiais lignocelulósicos no trato digestivo de cupins. Essa abordagem tem sido explorada, 
pois a maioria dos simbiontes são microorganismos não cultiváveis (Warnecke, 2007). O 
primeiro trabalho de metagenômica realizado em cupins foi a do cupim Reticulitermes speratus, 
o qual gerou 910 sequências de qualidade, e mais de dez genes de hidrolases glicolíticas, tendo 
acessos para celulases, xilanases, mananases e arabinanases. (Todaka, 2007).  
Uma espécie não identificada do gênero Nasutitermes foi estudada por ferramentas de 
metagenômica, sendo considerada como a mais robusta, com cerca de 92.000 sequências de 
qualidade geradas, sendo quase 700 sequências com similaridades com hidrolases glicolíticas 
distribuídas em 80 famílias diferentes de GHs (Warnecke, 2007). Existem acessos para quase 
todas as classes de hidrolases: celulases, xilanases, mananases, celobiases, arabinanases, 
módulos de ligação a carboidrato (CBMs), pectinases, quitinases entre outros. 
O metatranscriptoma realizado em paralelo entre os genes do cupim Reticulitermes 
flavipes e seus simbiontes, gerou mais de 10.000 seqüências, revelou a presença de 171 genes 
possíveis para hidrolases glicolíticas distribuídos em acessos para 31 famílias de GHs entre 
essas sequências possíveis xilanases, pectinases celulases. Um dado importante descrito por 
Tartar e colaboradores (2008) foi à revelação de sequências gênicas endógenas para a 
degradação da lignina (lacases e peroxidases) e de enzimas envolvidas na geração de espécies 
reativas de oxigênios (ROS) e detoxificação (Tartar et. al., 2009). Essas lacases foram 
expressadas e caracterizada por Coy e colaboradores 2010, evidenciando a participação dessas 
enzimas, produzidas na glândula salivar, no digestoma de Reticulitermes flavipes.  
Outro fato importante foi a identificação de sequências de carboxilesterases (feruloil 
esterases) endógenas e simbiônticas, as quais exercem um papel importante na separação da 
lignina dos polímeros polissacarídicos na parede celular vegetal. Essa proteínas foram 
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caracterizadas funcionalmente sendo que as de origem endógenas demonstram ter pouca relação 
com digestoma de cupins (Wheeler et al., 2009), já as enzimas simbiônticas de origem 
bacteriana estão correlacionadas ao digestoma, sendo similar funcionalmente a feruloil esterases 
de fungos (Chandrasekharaiah et al., 2011). 
 A grande quantidade de informação gerada por essas abordagens de metagenômica abre 
novos rumos para a pesquisa em cupins, já que esses genes têm ampla aplicação biotecnológica. 
Um fato importante é que esses dados são validados através de caracterização de enzimas de 
organismos não cultiváveis de cupins (Chandrasekharaiah et al., 2011; Matteótti  et. al, 2011a e 
2011b) e também pelos escassos estudos de metaproteômica (Warnecke et al, 2007; Burnum et 
al., 2010). 
1.3.3 Metaproteômica em cupim 	  
Metaproteômica é uma derivação da proteômica a qual se tem por objetivo evidenciar o 
proteoma de uma determinada comunidade microbiana e deste modo estabelecer modelos de 
relações simbióticas evidenciando o papel dos organismos nesse contexto (Maron et al., 2007). 
Warnecke e colaboradores (2007) identificaram, através de uma abordagem metaproteômica, 
hidrolases glicolíticas pertencentes ao trato digestivo do cupim Nasutitermes sp. Entre as 
enzimas identificadas por LC-MS/MS estavam membros das classes 3, 4, 5, 7, 13 de GH’s e 
CBM´s.  
Em recente estudo do proteoma do tubo digestivo do cupim Nasutitermes corniger 
(Burnum et. al. 2010), cerca de 800 proteínas foram identificadas, sendo 180 de função 
desconhecida ou hipotéticas. Entre os polipeptídios encontrados existem registros para enzimas 
responsáveis por fixação de nitrogênio, transporte de carboidratos e para síntese de aminoácidos 
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o qual revelou uma via metabólica complexa entre o cupim e sua microbiota indicando que a 
simbiose não se resume apenas a degradação de compostos lignocelulósicos. Neste mesmo 
estudo, foram evidenciados acessos para hidrolases glicolíticas onde cerca de 22 enzimas 
pertencentes a diversas famílias do CAZy foram identificadas. 
1.4 Estado da arte de Coptotermes gestroi 	  
 A espécie em estudo Coptotermes gestroi, pertence a família Rhinotermitideae e é um 
cupim xilófago, ou seja se nutre de madeira. Possui origem asiática e foi introduzido no Brasil 
no começo do século passado. Por ser uma espécie exótica, logo encontrou nichos disponíveis e 
começou a se expandir pelo território nacional, causando sérios problemas e ganhando o status 
de praga urbana (Costa-Leonardo 2002). Essa espécie que era conhecida como Coptotermes 
havilandi foi reclassificada por Kirton e Brown (2003) como C. gestroi.  
Com o objetivo de gerar conhecimento básico sobre a biologia da espécie, com ênfase  
no estudo molecular da diferenciação das casta, em 2006 foi iniciado o projeto do 
seqüenciamento de ESTs  de C. gestroi (Leonardo, 2006). O banco de ESTs gerou cerda de 
1800 sequências (reads) com qualidade, que foram agrupados em 218 contigs e 220 singlets. 
Dentre os genes encontrados, duas hidrolases glicolíticas possuem alto indicie de similaridade 
com os de outros cupins: uma  Endo-β-1,4-glicosidase (GH9) e uma β-1,4-glicosidase (GH1), 
denominados EG1Cg e BG1Cg respectivamente (Leonardo et al., 2011). 
Leonardo (2010) realizou por pirosequênciamento o metatrasncriptoma de C. gestroi  
gerando cerca de  1,5 milhões de leituras de sequências com cerca de 450 pb cada, o qual foram 
clusterizadas e agrupados em cerca de 100.000 contigs. A análise desse banco de dados revelou 
a presença de cerca de 300 hidrolases glicolíticas e mais de 350 enzimas/proteínas acessórias, 
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entre elas transferases glicolíticas, lacases, carboxilesterases e enzimas relacionadas a 
detoxificação e geração de espécies reativas de oxigênio. A Tabela 1.1 - demonstra a lista  de 
ORF’s (Frame de Leitura de Proteínas) descritas por Leonardo (2010). 
Tabela 1.1. Lista de genes para hidrolases glicolíticas e proteínas acessórias  
identificados com ORF’s completas no metatranscriptoma de C. gestroi.  
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Capítulo 2 - Histórico, Motivação e Objetivos 
2.1 Histórico e Motivação 	  
O desenvolvimento desta dissertação  de mestrado iniciou-se em meados de 2009 com o 
objetivo de clonar e caracterizar bioquimicamente duas hidrolases glicolíticas encontradas no 
banco de EST’s de Coptotermes gestroi descritas por Leonardo (2006). Esse esforço acabou 
obtendo pouco sucesso, devido a dificuldade de clonar e sequenciar esses genes inteiros, já que 
possuíamos trechos pequenos oriundos da biblioteca de EST’s. Deste modo, a clonagem e 
expressão heteróloga dessas enzimas ficou reservada para um outro momento. Assim, no final 
de 2009, demos início à ensaios de caracterização bioquímica global do extrato bruto protéico 
de C. gestroi. Investigamos a capacidade desse extrato em hidrolisar diversas ligações 
glicosídicas, permitindo avaliar o verdadeiro potencial biotecnológico deste inseto bem como 
contribuindo para a fisiologia digestiva de cupins. Com os bons resultados dos ensaios, surgiu o 
interesse em evidenciar as possíveis enzimas responsáveis pela  hidrólises desses substratos, 
através de uma abordagem de metaproteômica.  
Desta forma, nos meses iniciais de 2010 começamos a estabelecer um protocolo de 
preparação de amostra para espectrometria de massas que nos permitisse focar na identificação 
de hidrolases glicolíticas. Depois de algumas mudanças nos protocolos de preparação de 
amostra e modo de operação do espectrômetro, conseguimos bons resultados, nos permitindo 
dar continuidade no trabalho. Neste momento a colaboração com o grupo “Massas” do 
Laboratório Nacional de Biociências  (LNBio) foi decisivo  para o processo. 
O grande desafio nesse mesmo período foi estabelecer um banco de dados, no qual 
pudéssemos identificar as hidrolases com a maior confiabilidade possível, uma vez que não 
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dispúnhamos de um banco genômico para a nossa espécie. Desta forma, com a ajuda dos setores 
de bioinformática do Laboratório de Genômica e Expressão da Unicamp e do LNBio foi 
construído um banco de dados baseados nas sequencias depositadas no banco do CAZy 
(Cantarel et al., 2009) com mais de 70.000 proteínas.  
Esse banco nos permitiu identificar diversas hidrolases glicolíticas e enzimas acessórias 
em nossos dados de espectrometria de massas permitindo traçar uma perfil  de enzimas que 
participam do digestoma de C. gestroi. Além de identificadas, as proteínas foram ainda 
validadas funcionalmente, permitindo construir um conjunto de dados confiável sobre o 
digestoma do cupim. Deste modo os resultados e a discussão pertinente a caracterização 
bioquímica e o metaproteoma de C. gestroi são o tema do capítulo 3 desta dissertação.  
No final do ano de 2010, Leonardo e colaboradores realizaram o metatranscriptoma  de 
C. gestroi gerando uma grande quantidade de sequencias deste organismo e seus simbiontes, o 
que possibilitou a tentativa de clonar e expressar e caracterizar funcionalmente as hidrolases 
glicolíticas e enzimas acessórias de C. gestroi, sendo duas delas as enzimas que iniciamos este 
trabalho em 2009. Desta forma, no primeiro semestre de 2011, deram-se início as 
caracterizações funcionais das hidrolases glicolíticas, no qual os resultados e discussão inerente 
a este esforço culminou no capítulo 4 desta dissertação de mestrado.  
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2.2 Objetivos gerais 	   	  
Caracterizar o digestoma do cupim Coptotermes gestroi utilizando ferramentas de  
bioquímica, proteômica e genômica visando a aplicação na produção de bioprodutos 
lignocelulósicos. 
 
2.3 Objetivos Específicos 	  
• Revelar o potencial para hidrolases glicolíticas em C. gestroi através de ensaios 
enzimáticos contra vários substratos naturais e sintéticos. 
• Identificação por LC-MS/MS de hidrolases glicolíticas e enzimas/proteínas acessórias 
no digestoma de C. gestroi utilizando o banco de dados CAZy. 
• Clonar, expressar e caracterizar bioquímica e biofísicamente hidrolases glicolíticas e  
enzimas/proteínas acessórias  encontradas no metatranscriptoma de C. gestroi.  
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Capítulo 3  - Caracterização Bioquímica e Metaproteômica do digestoma de 
Coptotermes gestroi 
3.1 Resumo 	  
Neste capítulo estão descritos detalhadamente todas a estratégias e metodologias 
utilizadas para a caracterização bioquímica global do digestoma e metaproteômica de C. 
gestroi, bem como todos os resultado e discussões relativos ao tema.  As justificativas e uma 
descrição breve de cada método usado foi descrito para uma melhor contextualização dos 
resultados e da discussão. 
3.2 Estratégia 	  
A estratégia para cumprir nossos objetivos iniciou-se com a extração protéica de todo 
corpo dos insetos e utilização desse extrato bruto para a caracterização enzimática global. 
Posteriormente esse extrato (mais concentrado) foi submetido a análise de espectrometria de 
massas para a identificação de hidrolases glicolíticas. Primeiramente o extrato bruto sofreu uma 
redução de complexidade protéica por passos cromatográficos o qual geraram frações que 
foram submetidas a ensaios enzimáticos (screening) utilizando polissacarídeos como substrato. 
As frações com atividades enzimáticas positivas foram submetidas a análise de LC-MS/MS. 
Uma vez identificadas as proteínas nas frações utilizando o banco do CAZy, elas foram 
validadas pelo screening prévio e outras enzimas por análise de SDS-PAGE e eletroforese 
capilar. A figura 3.1 mostra todo a estratégia empregada para esse capítulo da dissertação. 	  	  	  	  
	  	  
 42	  
	  	  	  	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
 
 	  
Figura 3.1. Fluxograma mostrando a estratégia adotada na caracterização do digestoma do cupim 
C. gestroi. 
3.3 Materiais e Métodos 
3.3.1 Obtenção dos Insetos 
   
Colônias  de Coptotermes gestroi mantidas no Laboratório de Cupins da Prof.. Dra. Ana 
Maria Costa Leonardo na UNESP de Rio Claro-SP foram doadas para a utilização neste 
trabalho. Essas colônias foram mantidas no escuro à temperatura ambiente, sendo os cupins 
Extração protéica total 
Redução de complexidade  do extrato protéico do 
cupim por FPLC - Troca Aniônica  	  
Identificação de frações  com atividades para 
liquenana, CMC, xilana e manana 
Análise em LC-MS/MS e Identificação dos 
peptídeos com base no banco do CAZy  	  
Digestão das frações com atividades enzimáticas  
com  tripsina  
Identificação de frações  com atividades para 
liquenana, CMC, xilana e manana 
Purificação de hidrolases glicolíticas por FIltração 
em Gel 	  
Atividade enzimática contra vários 
polissacarídeos naturais e sintéticos em  pH 4 a 8 	  
Validação por SDS-PAGE e 
Eletroforese Capilar e Atividade 
enzimática pós FPLC	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alimentados com cavacos de madeira e papelão. Para a realização das metodologias descritas a 
seguir, cupins operários da colônia foram selecionados. Os mesmo eram retirados da colônia  
com uma pinça sendo guardados em  tubos de 1,5 mL.  
3.3.2 Extração de proteínas para ensaios  de caracterização enzimática global 	  
Cerca de 50 operários de C. gestroi foram  macerados com 500 µL de tampão SAB 
(Acetato de Sódio a 0.1 M - pH 5.5) contendo 1 µl de inibidores de proteases (Complete Mini 
EDTA-free; Roche, Mannheim, Germany). O extrato homogeneizado em potter sofreu uma 
centrifugação a 20.100g por 20 minutos. O sobrenadante resultante foi diluído em 500 µL de 
SAB. Esse passo foi repetido por 8 vezes, sendo os sobrenadantes  unidos em uma solução final 
nomeada de extrato enzimático bruto. Esse extrato sofreu uma diálise em 100 mM SAB com 
DTT 0,1% por 24 horas, alterando o tampão a cada 12 horas. Posteriormente o extrato bruto foi 
fracionado em alíquotas de 1 mL e estocados em -20ºC por no máximo 24 horas.  Todas as 
medidas de concentração protéica foi determinado pelo método de Bradford e reportado  como 
µg/µL. 
3.3.3 Ensaios enzimáticos e determinação de açúcares reduzidos para a 
caracterização enzimática global 	  
Os ensaios enzimáticos foram conduzidos em microplacas de 96 poços com 10 µL  do 
extrato enzimático (3.2 µg/µL) incubados com 40 µL de tampão McIlvine (50 mM  0,1 M 
Citrato/ 0,2 M Fosfato de Sódio) em 4 pH’s diferentes (4-8) e 50 µL do substratos diluídos em 
água na concentração de 0.5%. Os ensaios foram realizados em triplicata, sendo o branco da 
reação o ensaio sem a adição da enzima. Os ensaios foram realizados a 37°C, por 20 ou 60 
minutos a depender de cada substrato. Esse procedimento foi adotado com o objetivo de não 
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ultrapassar a medida de absorbância 0.9 na leitura no espectrofotômetro. Os substratos foram  
adquiridos da Megazyme (Wicklow, Ireland) e Sigma Aldrich (St, Louis, MO, USA) a lista 
deles está descritas nos resultados. As atividades enzimáticas foram paradas com a adição de 
100 µL de ácido dinitrosalisílico ADNS em todos os poços (Miller, 1959). Nos brancos foram 
adicionados 10 µl do extrato enzimático  com o intuito de subtrair qualquer açúcar redutor 
oriundo da preparação do extrato enzimático. Por assim, as reações eram aquecidas em 
termociclador a 99°C por 5 minutos. Para medida de variação da coloração, 100 µl de cada 
amostra foram transferidas para placas de 96 poços, transparentes com fundo reto (Grainner) 
para leitura em espectrofotômetro, com leitor de placa (InfiniteM200 Tecan - Männedorf, 
Switzerland) a 540 nm.  
Os ensaios enzimáticos com substratos sintéticos foram realizados com mono ou 
dissacarídeos ligados a uma molécula de paranitrofenil (pNP), esses substratos foram fornecidos 
pela Sigma Aldrich (St, Louis, MO, USA). A reação enzimática foi realizada em triplicatas, 
sendo o branco da reação o ensaio sem a adição da enzima, no qual 10 µL  do extrato 
enzimático foi incubado com 10 µL do substrato sintético (5 mM),  30 µL de tampão McIlvine 
(50 mM [0,1 M Citrato/0,2 M Fosfato de Sódio]) em 4 pH’s diferentes (4-8)  e 10 µL  de água 
MilliQ (Millipore - Billerica, MA, USA). Os ensaios foram interrompidos com a adição de 2 
volumes (100 µL ) de Carbonato de Sódio a 1 M e nos brancos foram adicionados mais 10 µl do 
extrato enzimático com o intuito de subtrair qualquer açúcar redutor oriundo da preparação do 
extrato enzimático. Para medida de variação da coloração 100 µl da amostra foi transferida para 
placas de 96 poços, transparentes com fundo reto (Grainner) para leitura em espectrofotômetro 
leitor de placa (InfiniteM200 Tecan - Männedorf, Switzerland) a  410 nm.  
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A análise dos dados foram feitas efetuando a média das triplicatas e diminuindo o 
resultado da branco da reação, resultando em uma leitura de absorbância real. Esses valores 
eram transformados em um dado real utilizando-se de uma curva padrão previamente 
construídas com glicose em uma variação de 0 a 5 mM para substratos naturais e com uma 
variação de 0 a 2,5 mM de paranitrofenil. Os resultados dos ensaios foram expressados como 
mM de açúcar reduzido ou pNP liberado. 
3.3.4  Extração de proteínas para análise metaproteômica global 
Cerca de 500 operários de  C. gestroi foram macerados com 500 µL de tampão PPB 
(Fosfato de Potássio a 0.02 M - pH 6.2) contendo 1 µl de inibidores de proteases (Complete 
Mini EDTA-free; Roche, Mannheim, Germany). O extrato homogeneizado em potter sofreu 
uma centrifugação a 20.000g por 20 minutos. O sobrenadante resultante foi  diluído em 500 µL 
de SAB (descrito acima). Esse passo foi repetido para cada experimento de cromatografia de 
troca iônica descrito no próximo tópico. O extrato enzimático foi submetido a diálise em 100 
mM PPB com DTT 0,1% por 24 horas sendo o meio substituído a cada 12 horas. 
Posteriormente o extrato bruto foi estocados em -20ºC por no máximo 24 horas.  Todas as 
medidas de concentração protéica foi determinado pelo método de Bradford e relatada como 
µg/µL. 
3.3.5  Cromatografias de Proteínas 
 
 Para reduzir a complexidade do extrato protéico de C. gestroi e deste modo melhorar a 
identificação de peptídeos por espectrometria de massas, o extrato bruto foi submetido a passos 
cromatográficos em plataforma de cromatografia liquida rápida de proteínas (FPLC-Fast 
Protein Liquid  Chromatography). Este tipo de cromatografia é bastante usada em bioquímica e 
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enzimologia e consiste em separar proteínas e outras moléculas através da passagem de um 
líquido (fase móvel) em  uma coluna contendo um matriz (fase estacionária) com a proteína 
ligada por alguma interação química. Uma vez que a fase móvel vai passando pela coluna, os  
“ligantes” vão se eluíndo da matriz e assim separando a mistura inicial. Esse “desligamento” 
geralmente esta associado a uma mudança gradual do pH ou mudança de concentração de sal da 
fase móvel (Sheehan et al., 2003).  
 A cromatografia inicial escolhida para a redução  da complexidade do extrato bruto foi a 
de troca aniônica em pH 6,2 utilizando a coluna Resource-Q e sistema AKTA Purifier System 
(ambos GE Healthcare Life Sciences - Piscataway, NJ, USA). Esse tipo de coluna foi escolhida 
por se tratar de uma troca de cargas forte e pelo uso recorrente na literatura purificando 
hidrolases glicolíticas de cupins (Nakashima et al, 2002b; Arakawa et al., 2009). Estes trabalhos 
ressaltam que os pontos isoelétricos de hidrolases glicolíticas que ocorrem em cupins são 
entorno de 4,5 e 5 (Nakashima et al, 2002; Arakawa et al., 2009). Deste modo, realizando-se a 
troca aniônica em pH 6,2, espera-se que essas enzimas estejam negativamente carregadas e seus 
aminoácidos desprotonados, permitindo a elas serem pré purificadas.  
 Inicialmente cerca de 1.5 mL de extrato enzimático do cupim preparado com                 
500 operários, descrito no tópico acima, foi filtrado em membrana de 0.45 µm  (Millipore)  e 
posteriormente cerca de 1 mL foi aplicado na coluna Resource-Q pré equilibrada com 100 mM 
PPB, pH 6.2. O extrato enzimático foi fracionado com gradiente linear de 100 mL de  1 M de 
Cloreto de Sódio dissolvido em 100 mM  de PPB, pH 6.2, sendo a velocidade de eluição de 1.0 
mL/min e coletando frações de 2 mL. Este passo de purificação foi realizado cinco vezes, 
gerando uma quantidade de cerca de 250 frações. Estas frações foram submetidas  a atividade 
enzimática contra 4 tipos de polissacarídeos: CMC (carboximetilcelulose), xilana, liquenana e 
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manana. A condições de reação foram as mesmas descritas no tópico 3.3.3 para substratos 
naturais, com a exceção do tempo de incubação que foi de 24 horas a temperatura ambiente. 
Frações com atividades positivas onde a quantidade de açúcar reduzido era > que 0,5 mM eram 
selecionadas para as análise de espectrometria de massas. Quando o resultado acima atendia o 
critério para todos os quatro substratos a fração era então submetida a mais um passo 
cromatográfico. 
As frações foram submetidas a FPLC com coluna de filtração em gel. Este tipo de 
cromatografia funciona através da separação de moléculas e proteínas de acordo com o seu peso 
molecular e geralmente é usado para passos de polimentos onde o objetivo é obter a molécula 
com o maior grau de pureza (Sheehan et al., 2003). Cerca de 7 frações  de troca iônica foram 
submetidas a análise de filtração em gel, onde 1 mL de cada fração foi aplicada na coluna de 
Filtração em Gel - Hi-Load 16/60 Superdex 75 (Gel Filtration Column - GE Healthcare), 
equilibrada com tampão PPB (100 mM,  pH 6.2) e eluída no mesmo tampão em uma velocidade 
de 0.1 mL/min e recolhimento de frações de 2 mL. Essas frações eram submetidas a mesma 
atividade enzimática  descrita acima para frações oriundas de troca iônica. Aquelas que 
possuíam  o critério pré-estabelecido eram selecionadas para análises de  LC-MS/MS.  
Essas frações foram nomeadas de acordo com sua origem, sendo as frações de troca 
iônica nomeadas como IEX1-X a IEX5-X, (5 trocas iônicas realizadas), sendo “X”o numero da 
fração coletada. As frações de Filtração em Gel foram nomeadas como GF1-X e GF2-X  e 
GFA1 - X  a GFA5 - X, sendo “X” o numero da fração coletada.  
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3.3.6 Análises de Espectrometria de Massas 	  
 A espectrometria de massas é uma ferramenta utilizada em química e biologia para a 
identificação de moléculas puras ou em misturas através da sua ionização e uma posterior 
separação por razão massa/carga (m/z) desses íons. Essa análise gera um espectro de massas 
usado para identificar a molécula na amostra (Bonner et al., 2002).  
 Desta forma, a espectrometria de massas pode ser aplicada na identificação de  
biomoléculas,  como proteínas, sendo esse procedimento divido em três fases: a primeira é uma 
ionização leve (soft ionization) da biomolécula, no caso da dissertação, a de peptídeos  oriunda 
de digestão de uma mistura protéica por uma protease. A segunda fase é a análise de massas  
por analisadores do tipo iontrap, tempo de vôo ou orbitrap e a terceira fase é a identificação da 
razão massa/carga por um detector (Link et al., 1999).   
 Para a detecção de proteínas nessa dissertação, a plataforma utilizada foi a de 
espectrometria de massas em tamdem (MS/MS) acoplado com uma cromatografia liquida de 
ultra-performance (uPLC-MS/MS ou uPLC-QUAD-TOF). Este tipo de plataforma é aplicada a 
estudos de proteoma nomeado  de “Shotgun Proteomics” (Wu e Mac Coss, 2002), no qual 
utiliza-se de um banco de dados protéicos para identificar proteínas na amostra, a partir de 
identificações aleatórias dos peptídeos de uma mistura complexa. Esta abordagem é 
reconhecida pela sua eficiência em identificar peptídeos com precisão por MS e seqüenciá-los 
por MS/MS. Hoje esta metodologia é, sem dúvidas, a mais utilizada em trabalhos de 
metaproteômica (Warnecke et al., 2007; Burnum et al., 2010). 
 Nessa abordagem os peptídeos são injetados no uPLC e separados por uma coluna de fase 
reversa (por gradiente de hidrofobicidade). Após a eluição da coluna os peptídeos são injetados 
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na fonte ionizadora do espectrômetro, do tipo elétron spray, para serem ionizados. Depois da 
ionização esses íons são submetidos a uma analise de massas do tipo quadrupolo, o qual 
funciona como um filtro de exclusão de íons de razão m/z conhecidos que são descritos como 
contaminantes em análises de proteoma (queratina e tripsina por exemplo) ou ainda para 
selecionar íons para fragmentação e seqüenciamento (descrito a seguir).  
 Esse analisador é composto por quatro cilindros que geram  um campo magnético 
quadripolar através de diferenças de corrente elétrica e radiofreqüências entres esses cilindros. 
Isso faz com que somente íons de uma determinada faixa de razão m/z seja selecionados e 
identificados (Mann et al., 2001). Uma vez que o peptídeo ionizado passa pelo filtro a sua razão 
m/z será analisada por um analisador do tipo “tempo de vôo” (Time-of-Fligh) (Loo et al., 1991), 
o qual fará  a identificação da razão m/z desse peptídeo. Quando isso acontece dizemos que o 
aparelho esta funcionando no modo MS. 
 Esse analisador acelera, a uma energia fixa, o íon em uma câmara de vácuo, que esta 
dentro de um campo eletromagnético. A distância entre o início da câmara até o detector de 
massas é de tamanho conhecido. Sendo assim, o tempo que o íon leva para  percorrer esse 
percurso (tempo de vôo) no vácuo é relativo a sua razão m/z, sendo a velocidade de cada íon a 
premissa para a determinação da massa da sua molécula. Esta análise gera um espectro de MS 
(modo de operação MS) contendo vários peptídeos identificados e suas abundâncias relativas.  
 Em uma análise de proteômica por shotgun, esses peptídeos identificados são ainda 
seqüenciados, no qual o espectrômetro que opera no modo MS (descrito acima) durante um 
determinado tempo, passa  a operar em modo MS/MS. Neste passo o quadrupolo seleciona os 
três peptídeos mais abundantes previamente identificados no modo MS anterior, e os 
seqüenciam.  
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  O seqüenciamento ocorre quando esses peptídeos passam pelo quadrupolo novamente, 
sendo identificados (referido como íon precursor) e isolado individualmente em uma câmera de 
colisão (com gás argônio) para uma fragmentação. Essa fragmentação gera novos íons (série  y 
e b dos aminoácidos) que são utilizados para a análises de razão m/z por tempo de vôo, 
permitindo o seqüenciamento de aminoácidos do peptídeo abundante selecionado (Loo et al., 
1991). O resultado é descrito em um espectro de MS/MS. Uma vez feita o sequenciamento  o 
espectrômetro volta a operar em modo MS, revezando entre MS e MS/MS até o término da 
análise 
 Por estas razões,  a detecção de proteínas fica mais eficiente, pois além da razão m/z do 
polipeptídio ser identificada, a sua  seqüência  de aminoácido também é adquirida através da 
análise do espectro de MS/MS. Uma vez esses espectros conhecidos, os mesmos serão 
processados (limpeza de ruídos e de padrões etc.) pelo software MASCOT Distiller e em 
seguida os espectros serão comparados a um banco de dados selecionado utilizando o software 
MASCOT Íon-search. Neste passo,  o software realizará uma digestão teórica das  proteínas do 
seu banco de dados gerando espectros de MS/MS teóricos de todos os peptídeos possíveis a 
partir  da clivagem de uma determinada protease previamente selecionada. 
 Desta forma, ele compara os espectros de MS/MS identificados na sua amostra com os 
espectros teóricos do banco de dados, gerando um número de confiabilidade de identificação 
dos seus peptídeos (scores). O programa agrupa esses peptídeos em suas respectivas proteínas 
gerando um score de confiabilidade da proteína (soma dos scores dos peptídeos), assim 
identificando suas proteínas em uma amostra complexa  de acordo com a probabilidade de ela 
não ser um evento aleatório (Marcotte, 2007). Os peptídeos quando exclusivos de uma 
determinada proteína são chamados de peptídeos únicos e uma proteína é considerada de maior 
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significância (probabilidade de ocorrer) quando possui mais de dois peptídeos únicos e 
diferentes entre si (Marcotte, 2007). 
3.3.7 Preparação de amostras para análise de LC-MS/MS e modo de operação 
da plataforma e processamento de dados. 	  
  Para as análise de espectrometria de massas, das frações oriundas dos passos 
cromatográficos, cerca de 500 µL de amostra foram precipitadas com 2 volumes de acetona 
gelada (Merck - Darmstadt, Germany) (1:2, v:v), e incubadas por  duas horas a -20°C. Essa 
amostra sofreu uma centrifugação  a 20.000g por 30 minutos a  4°C. O sobrenadante foi retirado 
e o “pellet” resultante era seco em Speed-Vac (Eppendorf - Hauppauge, NY, USA) por 30 
minutos. 
 O pellet foi resuspendido com 100 µL de  tampão BA (Bicarbonato de Amômio - 50 mM) 
o qual foi usado para a preparação da amostra e digestão como se segue. As proteínas 
resuspendidas foram reduzidas (redução de cisteínas para impedir formação de pontes 
disulfetos) com adição de 10 µL de 0,5 M de Ditiotreitol - (DTT) - preparado em tampão BA. 
Essa reação era  incubada a 56 ºC por 25 minutos.  Posteriormente a solução era alquilada sendo 
adicionados 30 µL de 0,5 M Iodoacetamida (IAA) preparada em tampão BA (para também 
redução de cisteínas e para manter a estrutura do polipeptídio desnaturado). Essa reação era  
incubada a temperatura ambiente protegido da luz. A preparação seguia com uma nova redução 
com 14 µL de 0,5 M de Ditiotreitol - (DTT) - preparado em tampão BA (para quelar o IAA 
livre) em temperatura ambiente e protegido da luz.  
 Para a reação de digestão tríptica 0,2 µL de 0,1M CaCl2 (preparado em tampão BA)  era 
adicionados como co-fator de tripsina. Para a digestão adicionava-se 50 µL de Tripsina Porcina 
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(Porcine Prep Grade Sequence, Promega - Madison, WI, USA),  à concentração de 20 ng/µL. A 
reação era realizada a  37°C  por 18 horas sendo interrompidas com adição de 0,8 µL  de Ácido 
Fórmico 100% e seca em Speed-Vac.  
 Para a aplicação das frações tripsinizadas no LC-MS/MS cada amostra era resuspendida 
com 12 µL de Ácido Fórmico 0.1%, e uma alíquota de 4.5 µL da mistura de peptídeos foi 
injetado no cromatógrafo  RP-nanoUPLC (nanoAcquity, Waters). A cromatografia foi realizada 
em coluna C18 (100 µm × 100 mm) (hidrofobicidade)  equilibrada com tampão de 0,1 % de 
Ácido Fórmico. O gradiente de eluíção foi de 2% a 90% de Acetonitrila em 0.1% de Ácido 
Fórmico. Todo o sistema operou com a velocidade de 0.6 µL/min.  A medida que os peptídeos 
eram eluídos da coluna, os mesmos eram injetados no espectrômetro quadrupolo-tempo de vôo 
Q-Tof (Ultima Mass Spectrometer Waters) com fonte de ionização do tipo elétron spray durante 
60 minutos. O instrumento foi operado no modo “top three - MS e MS/MS”, onde para cada 
espectro de MS adquirido, os seus três peptídeos não monocarregados (precursores) mais 
abundantes eram selecionados para posterior fragmentação (gerando séries y e b) e 
seqüenciados  gerando um espectro MS/MS de cada peptídeo. 
 Os espectros foram adquiridos usando o software MassLynx v.4.1 (Waters - Milford, MA, 
USA) e os dados brutos foram convertidos para o formato “peak list format (mgf)”, pelo 
software Mascot Distiller v.2.3.2.0, 2009 (Matrix Science Ltd.). Estes resultados foram 
processados pelo software Mascot v.2.3.01 engine (Matrix Science Ltd.), utilizando o banco de 
dados do CAZy (67,651 sequências de aminoácidos; 33.940.339 resíduos) para a digestão  e 
geração dos espectros de MS/MS téoricos. Os seguintes parâmetros foram usados nesse 
processamento: carbamidometilação como uma modificação fixa, oxidação da metionina como 
modificação variável, um erro de clivagem para a tripsina e tolerância altíssima de 0,1 Da de 
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razão m/z para o íon precursor (selecionado no modo MS) e o íon fragmentado (selecionado 
para fragmentação no modo MS/MS). Somente peptídeos com no mínimo 5 aminoácidos e com 
score dentro da probabilidade de não ser um evento aleatório P < 0.05 foram selecionados como 
um produto de clivagem peptídica (ou seja, são parte de uma proteína). O peptídeo foi 
considerado único quando o mesmo difere em pelo menos um aminoácido de um outro ou ainda 
quando difere em modificações covalentes (incluindo elongações de N- ou C-teminais). 
Diferentes estados de carga do mesmo peptídeos e modificações  não foram contados como 
únicos.  
3.3.8 Eletroforese de Proteínas - SDS PAGE 	  	   Frações oriundas dos passos cromatográficos foram submetidas a análise por eletroforese 
SDS-Poliacrilamida (SDS-PAGE). Cerca de 20 µl de amostra foram adicionados a 6 µL de 
tampão de corrida (Tris-HCl, pH 6.8 0.125 M, SDS 4%, 2-ME 5%, DTT 0.15 M,  Glicerol 20%,  
Azul de Bromofenol 0,01%). A amostra foi aquecida a 95ºC por 5 minutos. O gel de separação 
de 12% e de empilhamento de 4%. As corridas eram feitas por 120 minutos a 110V em tampão 
glicina-SDS. A coloração foi feita com comassie blue ou prata. 
3.3.9 Eletroforese Capilar para Análise de Carboidratos 	   	   	  A eletroforese capilar é uma ferramenta amplamente utilizada para a separação de 
moléculas como DNA, proteínas e carboidratos marcados com fluorescência. O fundamento é o 
mesmo de uma eletroforese em gel, com a diferença de que a amostra corre dentro do capilar, 
sendo o final do capilar acoplado a um detector de fluorescência o qual transmite o sinal para 
um software que gera um eletroferograma (Frazier et al., 1999). 
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 A eletroforese capilar aplicado ao estudo de carboidratos e polissacarídeos consiste na 
corrida de um oligossacarídeos em um capilar revestido com sílica e borato. Deste modo os 
carboidratos correm por diferença de potencial eletroosmótico sendo detectado por 
fluorescência pois carrega em sua estrutura um fluoróforo (pré-marcado) chamado APTS - 8-
aminopyreno-1,3,6-trisulfonic acid (Oefner e Chiesa, 1994). 
 Para os experimentos de eletroforese capilar utilizamos as mesmas condições de atividade 
enzimáticas descritos no tópico 3.3.3 tendo como diferente os substratos utilizados. Foram 
utilizados os seguintes substratos: celopentaose, manohexaose e xilohexaose (Megazyme) 
derivatizados com APTS por aminação redutiva como descrito por Santos e colaboradores 
(2010). As análises foram conduzidas no equipamento P/ACE MQD (Beckman Coulter - 
Indianapolis, IN, USA) com detecção a laser  induzida por fluorescência. O capilar utilizado 
como coluna de separação dos oligossacarídeos  foi o de sílica fundida (TSP050375, Polymicro 
Technologies - Phoenix, AZ, USA) com o diâmetro interno 50 mm com 31 cm de comprimento. 
As amostras foram injetadas com uma pressão de 0,5 psi por 0,5 segundos.  
  As condições de eletroforese foram realizadas com voltagem de 10 kV, variando de  70-
100 mA no cátodo de entrada. O tampão de corrida foi 0.1 M fosfato de sódio no pH 2, 5, sendo 
a corrida realizada a 20ºC. O capilar foi previamente lavado com 1M Hidróxido de Sódio 
seguido de tampão de corrida para prevenir contaminações. Os oligossacarídeos marcados com 
APTS foram excitados a 488 nm sendo o sinal coletado com um filtro de 520-nm.A combinação 
de perfis de eletroferogramas dos substratos padrão com os perfis de eletroferogramas depois da 
reação enzimática foram usados para a identificação dos produtos formados.  
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3.4 Resultados e Discussões 
3.4.1 Caracterização Enzimática Global 	  
Visando descobrir o potencial do arsenal enzimático das hidrolases glicolíticas do cupim 
Coptotermes gestroi, ensaios enzimáticos foram realizados em cinco pH diferentes. Os 
resultados revelam claramente que extrato enzimático do cupim em estudo Coptotermes gestroi, 
possui atividades enzimáticas para as vários tipos de polissacarídeos e oligossacarídeos, 
concatenando hidrólises para vários tipos de ligações glicosídicas. 
A figura 3.2 ilustra o resultado do ensaio enzimático contra os polissacarídeos  que 
possuem glicose como o único açúcar  formador da cadeia polimérica. As maiores atividades  
foram contra substratos ramificados que possuem ligações do tipo β-1,3:1,4; tais como β-
glucano de cevada e liquenana. A menor atividade foi contra laminarina (Laminaria sp.) que 
possui ligações do tipo a β-1,3:1,6. O extrato bruto protéico também foi eficiente em hidrolisar 
substratos lineares tais como o amido com ligações do tipo α-1,4 e carboximetilcelulose (CMC) 
com ligações do tipo β-(1,4).  
As melhores atividades para os substratos testados ocorreram entre os pH 5 e 6, sendo 
que as atividades se mantiveram com no mínimo 70 % de eficiência com a variação de pH. 
Somente em CMC houve um redução de 50%  em pH 7 e pH 8. A menor redução de atividade 
foi em β-glucano o qual manteve 90% de sua atividade entre os diferentes pH’s testados.  
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Figura 3.2. Atividades enzimáticas do extrato bruto de C. gestroi frente a 
diversos polissacarídeos que possuem glicose  como monômero da cadeia 
principal. 	  
O extrato bruto do cupim também foi eficiente em hidrolisar substratos  que não 
possuem glicose como o único monômero formador da cadeia polimérica (Fig. 3.3). Entre esses 
substratos apresentam-se as principais hemiceluloses do bagaço de cana, tais como 
arabinoxilano e xiloglucano.  
A maior eficiência de hidrólise foi contra arabinoxilano de centeio. Este polissacarídeo 
possui monômeros de xilose unidos com ligações β-1,4 na cadeia principal e monômeros ou 
dímeros de arabinose ligados a essa cadeia por ligações α-1,3 ou α-1,5. Esse monômeros 
“decoram” a estrutura principal do polímero e são importantes para fazer a ligação da 
hemicelulose com a lignina através de uma molécula de ácido ferúlico. A segunda maior 
eficiência hidrolítica foi contra manana que são monômeros de manose com ligações do tipo β-
1,4, seguidos por galactomanana (manana com decorações de galactose) e pectina. 
A pectina é um polímero formado por monômeros de α-D-Ácido galacturônico sendo 
um polissacarídeo importante em paredes primárias de células vegetais e também do bagaço de 
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cana. Outro polissacarídeo importante é o xilano composto de ligações β-1,4 de xilose o qual o 
extrato protéico de C. gestroi mostrou bastante eficiência de hidrólise. As atividades foram 
menos eficientes contra substratos que apresentam arabinose (arabinana desramificada) ou 
galactose (arabinogalatano) como açúcar  único da cadeia polimérica. 
O pH ótimo de atividade para a maioria dos substratos testado foram em torno de pH 5 e 
pH6, repetindo o resultados para os substratos com glicose como único monômero da cadeia 
principal. A variação do pH manteve a eficiência hidrolítica em 80% em quase todos os 
substratos, com a exceção de arabinoxilano de centeio, o qual em pH 8 houve uma redução de 
80% de sua eficiência hidrolítica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.3. Atividades enzimáticas do extrato bruto de C. gestroi frente a 
diversos polissacarídeos que não  possuem glicose como o único monômero da 
cadeia principal. 
 
Hidrólise de substratos sintéticos contendo mono ou dissacarídeos ligados a uma 
molécula de paranitrofenil (pNP) foram maiores contra pNP-glucopiranosídeo (pNP-G), 
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seguido por pNP-cellobiosídeo (pNP-C) e pNP-mannosídeo (pNP-M) (Fig. 3.4). Entretanto, não 
foram observados hidrólises para os substratos pNP-α-L-arabinofuranoside (pNP-A) e  pNP-
xylopyranoside (pNP-X). O pH ótimo descritos para pNP-G, pNP-C e pNP-M foi em de pH 6, 
porém as atividades são reduzidas drasticamente em pH 7, onde cerca de 80 % de eficiência não 
foi evidenciada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4. Atividades enzimáticas do extrato bruto de C. gestroi frente a 
diversos polissacarídeos sintéticos. 
 
A caracterização enzimática global descrita acima nos permite avaliar a funcionalidade 
do digestoma de Coptotermes gestroi frente a diversos polissacarídeos naturais e sintéticos, 
evidenciando o parte do potencial deste organismo em degradar diferentes componentes da 
parede celular vegetal. Os resultados descrevem a importância do estudo de digestomas para 
inovações biotecnológicas e para descoberta de nova enzimas (Scharf e Tartar, 2008; Tartar et 
al., 2009; Warnecke et al., 2007;  Scharf e Boucias et al., 2010 e Uchima et al., 2011). A 
abordagem metodológica também se mostrou eficaz contribuindo significativamente para a 
compreensão do digestoma deste cupim inferior.  
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Os dados evidenciaram que o extrato bruto protéico de C. gestroi contém atividades 
enzimáticas para muitas enzimas testadas, tais como CMCases, β-glicosidases, endoglucanases, 
xilanases, mananases, pectinases e amilases, estando de acordo com a literatura pra cupins 
inferiores e superiores (Nakashima et al., 2002b; Odelson e Breznak, 1985; Purwadaria et al., 
2003; Schafer et al., 1996; Slaytor et al., 1997; Tokuda et al., 2005; Watanabe et al., 1997 e Mo 
et al., 2004; Lucena et al., 2011). A capacidade de cupins em hidrolisar tais variedades de 
ligações glicosídicas é devido a um sinergismo entre o arsenal endógeno de hidrolases 
glicolíticas e proteínas acessórias e o simbiôntico (Warnecke et al, 2007, Hongoh, 2011).  
Atividades hidrolíticas contra celulose e xilana são descritas para vários cupins 
inferiores e superiores, tendo várias celulases e xilanases de purificadas e caracterizadas 
bioquímimcamente (Nakashima e Azuma, 2000; Odelson e Breznak, 1985; Watanabe et al., 
1997; Mo et al., 2004 e Arakawa et al., 2009). Entre elas figuram, celulases endógenas 
classificadas como GH9, de C. formosanus, R. speratus e Nasutitermes spp. (Zhang et al., 2009; 
Watanabe et al., 1997; Tokuda et al., 1997), β-glicosidases (GH1) de R. flavipes (Xue et al., 
2008), Neotermes koshunensis (Tokuda et al., 2002 e Ni et al., 2007) e Coptotermes formosanus 
(Zhang et al, 2011), além de  enzimas de protozoários simbiônticos de  espécies pertencentes 
aos gêneros Coptotermes  e Nasutitermes spp., tais como celobiohidrolases (GH7) (Watanabe et 
al., 2002;  Nakashima et al., 2002a)  e endo-β-xilanase (GH 11) (Arakawa et al., 2009 e 
Brennan et al., 2004).  
Entretanto, existe uma enorme lacuna de estudos sobre a utilização de uma série de 
substratos lignopolissacarídicos por cupins. Somente um estudo (Purwadaria et al., 2003) relata 
a hidrólise de manana pelo extrato bruto do cupim Glyptotermes montanus. Atividades 
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hidrolíticas de extratos de cupins contra laminarina, liquenana, xiloglucano, arabinoxilano, 
arabinogalactano, arabinano e pectina, pelo nosso conhecimento, nunca foram descritos na 
literatura até a presente dissertação. Atividades contra esses substratos eram esperados uma  vez 
que bactérias hemicelulolíticas foram isoladas de intestino de cupins, apresentando atividades 
de β-xilosidase, α-L-arabinofuranosidase, β-galactanase e β-galactosidases (Schafer et al., 
1996), além de várias sequencias metagenômicas de enzimas correlacionadas com a degradação 
dos mesmos, serem  descritas em trabalhos recentes (Warneck et al., 2007; Leonardo 2010; 
Tartar et al., 2009). 
A capacidade em hidrolisar pNP-G e pNP-C indicam atividades de  β-glucosidases e 
celobiohidrolases respectivamente, que são descritas por ocorrerem em tratos digestivos de 
cupins dos gêneros Nasutitermes  sp. , Neotermes sp. e Coptotermes formosanus (Slaytor et al., 
1997; Tokuda et al., 2002; Ni et al., 2007; Zhang et al., 2011). Hidrólises de pNP-X e pNP-A 
não foram observados no extrato bruto de C. gestroi, porém foi descrito em extrato protéico 
extracelular de bacterias e fungos isolados de  vários cupins (Schafer et al., 1996). Nesse estudo 
o extrato bruto protéico do cupim Neotermes jouteli, não teve atividade enzimática detectada 
contra  pNP-X e pNP-A, desta forma corroborando nossos resultados (Schafer et al., 1996). 
Entretanto, atividade de β-xilosidase também foi identificado no midgut e hindgut do cupim R. 
speratus (Slaytor et al., 1997). Esse tipo de variação de ausência e presença de atividades 
específicas contra certos substratos pode ser justificado pela íntima correlação entre a dieta e a 
composição da microbiota digestiva, a qual os cupins foram submetidos em sua manutenção em 
laboratório. Certas hemicelulases e enzimas acessórias produzidas pelo simbiontes podem sofrer 
indução ou repressão de acordo com a dieta (Tanaka et al., 2006), desta forma  justificando a 
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variação de atividades encontrada em C. gestroi. 
As atividades hidrolíticas ocorrendo em todos os pH testados, nos permite sugerir que a 
grande eficiência de conversão de celuloses (95%) e hemiceluloses (65%) em cupins 
(Katsumata et al., 2007) é devido a plasticidade das hidrolases glicolíticas e enzimas acessórias 
que ocorrem em seus digestomas. Nota-se nos resultados, que o pH pouco influência a 
eficiência de hidrólise (com maior ou menor liberação de açúcares) de vários substratos, pois 
em nenhum momento a atividade enzimática deixa de ocorrer.  
Brune (2000) descreve o perfil do pH do tubo digestivo de cupins inferiores. Nesse 
trabalho a variação do pH pelo trato digestivo varia de ácido (pH 3) à básico (pH 12) a depender 
do compartimento do intestino, sendo que o pH do tubo digestivo em média fica em torno de 
pH 5 e pH 6. Portanto, corroborando com o pH ótimo de nossos resultados de ensaios 
enzimáticos para vários polissacarídeos e de outros resultados da literatura (Purwadaria et al., 
2003). Desta forma os dados da caracterização bioquímica global sugerem que a hidrólise 
ocorre por todo trato digestivo, sendo ela sinérgica e contribuindo assim para a grande 
eficiência de degradação de biomassa lignopolissacarídica por cupins. 
3.4.2 Análise de Metaproteômica Global 	  
Buscando evidencias sobre quais classes de hidrolases glicolíticas e proteínas acessórias  
estariam atuando no digestoma de Coptotermes gestroi, iniciamos  a análise de metaproteômica 
pela metodologia de “Shotgun Proteomics”. Esta é uma abordagem bastante descrita para 
trabalhos de metaproteômica (Warnecke et al. 2007; Keller and Hettich, 2009; Burnum et al. 
2010). O extrato protéico de C. gestroi foi submetido a passos cromatográficos com o intuito de 
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diminuir a complexidade protéica e de focar na identificação de GH’s e AP’s. Após os passos 
de FPLC, as frações eluídas foram submetidas a screening enzimáticos contra  quatro 
substratos: CMC, liquenana, xilana e manana. Eles foram escolhidos devido ao fato de os 
mesmos serem hidrolisados por varias enzimas classificadas em diversas famílias do CAZy e 
deste modo aumentando nosso espectro de possíveis proteínas encontradas.  
Cerca de 300 frações foram geradas, nos quais  150 foram selecionadas para análise de 
metaproteômica. Essas frações foram então tripsinizadas e submetidas a cromatografia líquida 
de ultra performance em coluna de C18 (fase reversa) e depois submetida a espectrometria de 
massas em tandem. Após a análise de MS/MS os espectros foram processados e analisados em 
plataforma MASCOT utilizando o banco de dados do CAZy com cerca de 67.000 sequencias de 
aminoácidos para hidrolases glicolíticas e proteínas acessórias. Essa análise foi realizada  com 
um score de corte de > 27 e com P < 0.05 de significância para a validação dos peptídeos 
encontrados. Pelo nosso conhecimento, está é a primeira vez da literatura o qual utiliza-se o 
banco do CAZy para análise de espectrometria de massas, revelando a importância de bancos 
dessa finalidade 
Ao todo foram identificados cerca de 121 peptídeos únicos (sendo 71 diferentes entre si) 
distribuídos por 55 proteínas as quais foram classificadas em 29 diferentes famílias do CAZy. A 
distribuição desses peptídeos, diferentes entre si, pelas famílias do CAZy estão dispostos na 
figura 3.5.  
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Figura 3.5. Distribuição dos peptídeos por entre as famílias do CAZy. O gráfico demonstra a 
distribuição de 71 peptídeos únicos diferentes entre si por 29 famílias do CAZy. 	  
O maior número de peptídeos diferentes identificados foram referente a família GH 9, 
seguido das famílias GH 7, GH 13, GH 3, CBM 27, GH 31 e GH 10. A Tabela 3.1  descreve as 
entradas das 55 proteínas identificadas, indicando o seu número de acesso no NCBI, domínios 
do PFAM, família do CAZy, peptídeos identificado com suas cargas e as frações os quais ela 
foram identificados com seus respectivos resultados de screening enzimático (pós-FPLC) de 
validação dos dados. 
Utilizando o critério  de alta confiança de ≥ 2 peptídeos únicos diferentes entre si, 
bastante utilizado pela literatura de proteômica que emprega a abordagem de shotgun (Marcotte 
2007), quatro hidrolases glicolíticas e dois CBM’s foram identificados com sucesso. As 
hidrolases glicolíticas identificadas, a qual possuem potencial celulolíticos, foram: uma β-
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glicosidase (GH 3) de homologia com Dictyoglomus turgidum, duas GH 7  (uma homóloga de 
Pleurotus sp. e outra de protozoário simbiôntico não identificado do cupim Hodotermopsis 
sjoestedti), bem como uma GH 9 classificada como do cupim Reticulitermes flavipes e/ou  C. 
formosanus,  o qual essa hidrolase glicolítica é endógena de cupim, (Leonardo et al., 2011; 
Zhou et al., 2010; Zhang et al., 2009; Ni et al., 2005 e Nakashima et al., 2000) como descrito 
previamente. 
Os CBM’s identificados com o critério estabelecido pertencem as famílias 6 e 27, tendo 
como homologia os organismos Salinispora arenicola e Thermotoga sp., respectivamente (Tab. 
3.1).  Os domínios  CBM 6 são geralmente  ligados a um domínio catalítico classificado como 
GH16 (Ekborg et al., 2006), esse dois domínios são descritos por atuarem em polissacarídeos 
que possuem ligações β-1,3 entre as glicoses tais como: liquenana, laminarina e curdilano. O 
CBM 27 é um domínio protéico capaz de ligar-se a polímeros de  manose, sendo geralmente 
ligado a domínios catalíticos classificados como GH 26 (formando um multidomínio), que 
hidrolisam preferencialmente manana ou xilobiose (Cantarel et al., 2009 e Tanaka et al., 2009).   
 Ao todo 49 proteínas foram identificadas com apenas um peptídeo único diferente, 
sendo considerado proteínas de baixa confiança. Porém a literatura em metaproteômica 
considera essas proteínas válidas, uma vez que existam validações sobre a sua ocorrência 
(Burnum et al., 2010), como também utilização de espectrômetros de alta acuracia de massa 
(0,1 Da - usado em nossas análises) e alta resolução  (Steen e Mann, 2004). Deste modo, várias 
proteína de diferentes famílias de GH’s foram identificadas. Entre as 49 enzimas inclui-se 
possíveis  β-glicosidases ou β-xilosidases (GH1 e GH3), sendo essas duas famílias responsáveis 
por mais de 10 % de todas proteínas identificadas, seguidas por acessos de GH5, GH7 e GH9. 
Essas famílias preferencialmente hidrolisam ligações glicídicas do tipo β-1,4 (Cantarel et al., 
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2009). Proteína membro da família GH 16, provavelmente uma endo-β-1,3-glicosidase, também 
foi identificado no extrato enzimático de C. gestroi.  
Enzimas xilanolíticas também foram identificadas por MS/MS, entre elas membros das 
famílias GH 10 e GH 11, que são xilanases clássicas e responsáveis pela hidrólise de 
hemiceluloses da parede celular vegetal. Outra hemicelulase identificada foi uma GH 43, 
classificada funcionalmente como α-L-arabinofuranosidase. Possíveis mananases, membros da 
famílias GH 2 e GH 38, assim como endo-poligalactorunases (GH28, GH42), fucosidases (GH 
29) e frutofuranosidases (GH 32) foram identificados. Uma grande quantidade de enzimas 
relacionadas a degradação de amido foram encontradas, entre elas GH 4, GH 13, GH 31, GH 
57, GH 63, GH 65, GH 85 e GH 94. Possíveis lisozimas também foram identificadas sendo 
classificadas como membros das famílias GH 24 e GH 25. 
As atividades hidrolíticas verificadas nas frações cromatográficas que foram 
previamente selecionadas para analises de LC-MS/MS corroboraram a identificação dos 
peptídeos correlacionados (Tab. 3.1), desta forma validando as identificações de proteínas com 
mais de dois peptídeos únicos diferentes e de apenas um peptídeo único diferente. Como 
exemplo podemos citar as identificações das seguinte proteínas GH 1, GH 3, GH 5, GH 7 e GH 
9 as quais foram derivadas de frações cromatográficas que possuem atividades  hidrolíticas 
contra CMC e liquenana (Tab. 3.1). 
Outras validações importantes são para as proteínas identificadas com apenas um 
peptídeo único. Identificações de GH 10, GH 11  e GH 43, conhecidas por suas atividades 
contra xilanos (Cantarel et al., 2009), são validadas pelo fato de suas frações derivadas 
possuírem atividades contra xilana (Tab. 3.1). Outro caso é a identificação da proteína 
classificada como GH 16 (típicas Endo-ß-1,3-glicosidades - Cantarel et al., 2009), a qual sua 
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fração cromatográfica equivalente possui alta atividade contra liquenana (Tab. 3.1). A mesma 
interpretação é valida para proteínas identificadas como GH 2 e GH 38, conhecidas por 
atividades contra polímeros de manose (Cantarel et al., 2009), no qual suas respectivas frações 
possuem alta atividades hidrolíticas contra manana (Tab. 3.1). 
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Tabela 3.1. Lista de proteínas identificadas por LC-MS/MS ocorrendo no digestoma de C. gestroi. 
Acesso Proteíco Organismo Similar
Cazy 
ID 
/Pfam
Sequência Peptídica                         
(Números de Espectros) m/z (Carga)
Número da 
Fração
mM de açúcar 
reduzido
 ACZ10042                            
(Beta-glucosidase)
Sebaldella termitidis GH 1 / 
00232
R.YGLVSLDLATQK.R (2) 654.3414 (2+) IEX2-28,29 3, 9 (M); 0,8 (L); 
0,4 (X); 0,4 (CM)
CAJ24941                   
(beta-mannosidase)
Xanthomonas 
campestris
GH 2 / 
02836
K.QLLGSADPKR.T (2) 542.8382 (2+) IEX1-23, 24, 25, 
26
3,5 (M); 0,7 (L); 
0,4 (X); 0,3 (CM)
CBL34954                                        
(Beta-glucosidase)
Eubacterium 
siraeum
GH 3 / 
00933
R.MTCSSDMSER.T + 2 Oxid. 
(M) (2) 618.2693 (2+) IEX2-7,8
0,4 (M); 1,22 (L); 
0,3 (X); 0,5 (CM)
CAP79832  
(Pc12g02050)
Penicillium 
chrysogenum
GH 3 / 
00933
 K.TIIQNELR.G (1) 493.7661 (2+) IEX2-30 1,0 (M); 1,9 (L); 
0,4 (X); 0,5 (CM)
ADD01527                                
(glycoside hydrolase 
family 3)
Thermoanaerobacter 
italicus
GH 3 / 
00933
K.IGEIEGK.E (1) 373.2138 (2+) IEX2-30 1,0 (M); 1,9 (L); 
0,4 (X); 0,5 (CM)
ABR42147 (candidate 
beta-glucosidase)
Parabacteroides 
distasonis
GH 3 / 
00933
K.SEIASRIVR.G (1) 515.7743 (2+) IEX4-32 1,1 (M); 2,3 (L); 
0,6 (X); 0,7 (CM)
ACK42995 (GH 3 domain 
protein)
Dictyoglomus 
turgidum
GH3 / 
01915
R.ESAEFANEIQK.Y (1) 
R.ELAEEMTKALWK.K (27)
633.3409 (2+) 
724.8837 (2+)
IEX5 - 1
0,4 (M); 0.4 (L); 
0,3 (X); 0,7 (CM)
ACZ10705 (glycoside 
hydrolase family 4)
Sebaldella termitidis GH 4 
/02056
R.INDEKIPLK.Y (1) 535.3210 (2+) IEX2 - 20 0,1 (M); 1,8(L); 
0,6 (X); 0,6 (CM)
ABW39343   (glycoside 
hydrolase family 5)
uncultured bacterium GH 5 / 
00150
K.LSDTTPITSR.I (1) 545.7909 (2+) IEX3-4 0,4 (M); 2,0 (L); 
1,3 (X); 0,6 (CM)
K.DGCDFNSYR.M (1) 
K.YGTGYCDAQCPHDIK.W (1) 
567.2401 (2+) 
595.5995 (3+)
GF2 - 44 1,8 (L)
R.YGGVCDKDGCDFNSYR.M(3) 638.2563 (3+) IEX2 - 25 0,7(M)1,4(L);0,4 
(X);0,5(CM)
 AAF05699  
(exoglucanase)
Alternaria alternata GH7 / 
00840
K.GSYSTNIGSR.T (2) 521.2490 (2+) IEX3-13             
IEX4-37
0,3 (M); 1,8 (L); 
0,5 (X); 0,5 (CM)
BAF57342  (putative 
glycosyl hydrolase 
family7)
symbiotic protist of 
Hodotermopsis sp
GH7 / 
00840
R.KYVQGGK.V (1)                                    
K.GSYSTNIGSR.V (1)             
390.2193 (2+) 
521.2471 (2+)
IEX3-14
1,6 (M); 1,0 (L); 
0,5 (X); 0,5 (CM)
 AAU20853                               
(endogenous cellulase)
Reticulitermes 
flavipes
GH 9 / 
00759
 R.KDSALNDK.G (1)            
K.YSDSITDAK.N (1)       
K.QIDYALGDGGR.S (1) 
K.GEDLTGGYYDAGDFVK.F (2)
445.7479 (2+) 
500.2127 (2+) 
500.2127 (2+) 
853.8745 (2+)
IEX3 - 3
1,1 (M); 2,1 (X); 
0.5 (CM); 1,2 (L)
 ACL75605 (glycoside 
hydrolase family 9)
Clostridium 
cellulolyticum
GH 9 / 
00759
R.LKTTPAGLK.Y (1) 464.7647 (2+) IEX2 - 19 0,0 (M); 2,0 (L); 
2,1 (X); 0,5 (CM)
 K.GLLYIDQWGTLR.H (1)  
R.SYVVGFGDNPPVRPHHR.S(1) 
717.8879 (2+) 
645.3263 (3+)
IEX2-24
0,1 (M); 1,8 (L); 
0,4  (X); 0,6 
(CM)
R.GKYSDSITDAR.N (1) 
K.GLLYIDQWGTLR.H (1)
606.7921 (2+) 
717.8856 (2+)
IEX4-35
2,9 (M); 2,8 (L); 
2,2 (X); 1,1 (CM)
BAF57477 (putative 
glycosyl hydrolase 
family10)
symbiotic protist of 
Hodotermopsis sp
GH 10 / 
00331
R.QYLEIITILK.G (5) 617.3641 (2+) IEX3 - 3 1,1 (M); 2,1 (X); 
0.5 (CM); 1,2 (L)
ACG39038  (unknow) Zea mays GH 10 / 
00331
MRAILDK.L + Oxidation (M) (1) 431.7413 (2+) IEX2-29 3,8 (M); 0,8 (L); 
0,4 (X); 0,5 (CM)
 ACR13552            
(Xylanase)
Teredinibacter 
turnerae
GH 10 / 
00331
R.IFTTPEMEKTVK.A (2) 712.3695 (2+) IEX3-11 2,0 (M); 2,1 (L); 
0,6 (X); 0,5 (CM)
 CAG17889 (unnamed 
protein product – GH11)
Aspergillus niger GH 11 / 
00457
M.VSFLGQAR.L (1) 439.2706 (2+) IEX3  - 1 4,0 (M); 2,6 (L); 
1,0 (CM); 4,7 (X)
 AAR88786  (starch 
branching enzyme)
Musa acuminata GH 13 / 
00128
K.LGEGEFAR.G (1) 439.7500 (2+) IEX3 - 1 4,0 (M); 2,6 (L); 
1,0 (CM); 4,7 (X)
 AAW43607  (Alpha-
amylase precursor, 
putative)
Cryptococcus 
neoformans
 GH13 / 
00128
 R.FESFVTDPSLIK.N (1) 691.8631 (2+) GF2 - 45 ND
R.IATVLPDK.D (2) 428.7762 (2+) GFA1 - 6 ND
R.IATVLPDK.D (2) 428.7762 (2+) IEX1-2 0,7 (M); 1 (L); 
ADB12483                                  
(endo-beta-1,4-
glucanase)
GH 13 / 
00128
GH 9 / 
00759
Coptotermes 
formosanus
CAK18798  (cellulose 1,4-
beta-cellobiosidase 
precursor)
Pleurotus sp GH7 / 
00840
 ABS60088 (alpha 
amylase catalytic region)
Fervidobacterium 
nodosum
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continuação tabela 3.1 
Acesso Proteíco Organismo Similar
Cazy 
ID 
/Pfam
Sequencia Peptídica                         
(Números de Espectros) m/z (Carga)
Número da 
Fração
mM de açúcar 
reduzido
AAA97431 (amylase)
Streptococcus 
equinus
GH 13 / 
00128
 R.QIFEQTLVK.N (1) 553.3081 (2+) IEX2 - 17 0,3 (M); 2,9 (L); 
0,7 (X); 0,7 (CM
ABF45281  (1,4-alpha-
glucan branching 
enzyme)
Deinococcus 
geothermalis
GH 13 / 
00128
R.LNGLYR.E (2) 368.1786  
(2+)
IEX2 - 17
0,3 (M); 2,9 (L); 
0,7 (X); 0,7 (CM
BAI87979 (malto-
oligosyltrehalose 
trehalohydrolase)
Arthrospira platensis GH 13 / 
00128 
K.QSILDWEK.R (1) 509.7541 (2+) IEX3 - 3 1,1 (M); 2,2 (X); 
0.5 (CM); 1,2 (L)
ACR12773 (glycoside 
hydrolase family 16 
domain protein)
Teredinibacter 
turnerae
GH 16 / 
00722
R.NEFYIDR.D (1) 478.7069 (2+) IEX2 - 18 3,6 (L); 0,7 (M); 
0,6 (X); 0,7 (CM)
ACI32822 (beta-1,3-
glucan recognition protein 
2 )
Pieris rapae GH 16 / 
00722
K.FGKIEIR.A (1) 431.7431 (2+) IEX2 - 22 1, 5 (M); 2,0 (L); 
0,4 (X); 0,5 (CM)
AAV68692  (putative 
IDGF - Chitinase/ GH18)
Diaprepes 
abbreviatus
GH18 /  
00704
 R.TLLESVESR.L (6) 517.2659 (2+) IEX2–32, IEX2-20, 
IEX3-1, IEX2-8
4,0 (M); 2,6 (L); 
1,0 (CM); 4,0 (X)
 XP_327321  (putative 
IDGF - Chitinase/ GH18)
Neurospora crassa GH18 / 
00707
R.SLTLLDSK.R (3) 438.7300 (2+) IEX2 – 17,19 0,3 (M); 2,9 (L); 
0,7 (X); 0,7 (CM)
ACZ77250   (glycoside 
hydrolase family 24)
Dickeya dadantii GH 24 /  
00959
K.LVDNPNAR.A (1) 449.7336 (2+) IEX4-5 0,6 (M); 0,8 (L); 
1,0 (X); 0,5 (CM)
CAD31265  
(HYPOTHETICAL 
PROTEIN)
Mesorhizobium loti GH 25 / 
01183
K.VAFTGSSIEGR.S (1) 562.3031 (2+) IEX3 - 1 4,0(M);2,6(L); 
1,0(CM); 4,7(X)
ABG38467  (putative 
polygalacturonase )
Brassica rapa GH 28 / 
00295
R.IKTWPSAACSTTASGIHFENII
LK.N (1) 882.4646 (3+) IEX3-5
0,4 (M); 2,4 (L); 
0,8 (X); 0,8 (CM)
 ABR38245 (candidate 
alpha-L-fucosidase)
Bacteroides vulgatus GH 29 / 
01120
R.LGINAMSK.D (1) 417.2341 (2+) IEX3-5 0,4 (M); 2,4 (L); 
0,8 (X); 0,8 (CM)
ACZ20256 (glycosyl 
hydrolase, family 31)
Sanguibacter 
keddieii
GH 31 / 
1055
R.DSALAELVR.T (1) 487. 2773 
(2+)
IEX2 – 32 1,7 (L); 3,4 (M) 
BAB80752  (alpha-
glucosidase)
Clostridium 
perfringens 
GH31 / 
01055
K.STGKMELFNK.L 577.8031 (2+) IEX4-39 4,4 (M); 2,2 (L); 
0,8 (X); 0,7 (CM) 
ABG40855  (Alpha-
glucosidase)
Pseudoalteromonas 
atlantica 
GH 31 / 
1055
K.MISDLRK.E (1) 431.7270 (2+) IEX2 - 19 0,0 (M); 2,0 (L); 
2,2 (X); 0,5 (CM)
 CAR44441 (putative 
alpha-galactosidase)
Streptococcus suis GH 31/ 
01055
 K.GASSAEHNPFMALK.R 
+Oxid.(M) (1) 738.3219 (2+) IEX2 - 17
0,3 (M); 2,9 (L); 
0,7 (X); 0,7 (CM
CAR46447  (beta-
fructofuranosidase)
Streptococcus suis GH 32 / 
00251
 K.QGENGLR.Q (2) 387.2326 (2+) IEX2 - 19 0,0 (M); 2,0 (L); 
2,2 (X); 0,5 (CM)
 ACB50553  (putative 
alpha-mannosidase)
Cyanothece sp GH38 / 
07748
RSEIVEIDK.N (1) 466.7613 (2+) IEX2 - 32 3,4 (M); 1,7 (L)
ACB09959 (Beta-
galactosidase)
Thermotoga sp GH 42 
/02449
K.TLELAEK.M (1) 402.2455 (2+) IEX2 - 17 0,3 (M); 2,9 (L); 
0,7 (X); 0,7 (CM
AAO76883 (Beta-
galactosidase)
Bacteroides 
thetaiotaomicron 
GH 42 / 
02449
K.KNFDIR.V (1) 396.7001 (2+) IEX2 - 19 0,0 (M); 2,0 (L); 
2,2 (X); 0,5 (CM)
EAA61090 (Alpha-N-
arabinofuranosidase)
Aspergillus nidulans GH 43  / 
04616
R.APLEPADDGTVTLR.I (1) 727.8909 (2+) IEX5 - 35 6,1 (X) 
 BAE60540 (Alpha-N-
arabinofuranosidase)
Aspergillus oryzae GH 43  / 
04616
K.SIILSTPLK.L (2) 486.2860 (2+) IEX4- 27 0,9 (M); 1,7 (L); 
0,6 (X); 0,6 (CM)
 ABR36236 (Alpha-N-
arabinofuranosidase)
Clostridium 
beijerinckii
GH 43 / 
04616
K.LIGESKLIFK.G (1) 574.3121 (2+) IEX2-25 0,7 (M); 1,4 (L); 
0,4 (X); 0,5 (CM)
 ACG28016 (unknow) Zea mays GH 47/ 
01532
 K.AGVNLDENPVVSTK.N (1) 721.8849 (2+) IEX2-29 3,8 (M);  0,7 (L);  
0,4 (X);  0,47 
ADC72032 (!-amylase) Thioalkalivibrio sp GH 57 / 
03065
R.LADIARK.A (1) 393.7501 (2+) IEX3 - 1 4,0 (M); 2,6 (L); 
1,0 (CM); 4,7 (X)
 AAI00611 (Glucosidase) Xenopus tropicalis GH 63 / 
03200
R.LLDLIR.D (1) 371.7508 (2+) IEX3 - 3 1,1 (M); 2,2 (X); 
0.5 (CM); 1,2 (L)
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continuação tabela 3.1 
Legenda: Os resultados dos ensaios de atividade enzimáticas foram expressos em mM de açúcar reduzido 
liberado contra os seguintes substratos: L = liquenana; M = manana; C = carboximetil celulose; X = 
xilana. As atividades  representadas são somente para a primeira fração cromatógráfica descrita quando o 
peptídeo identificado se repete em outras. As frações  IEX# - # (troca iônica) e GF# - # (filtração em gel) 
referen-se as frações a qual os peptídeos foram identificados. 
 
Com o objetivo de validar de forma detalhada  as identificações protéicas com apenas 
um peptídeo único, submetemos duas frações cromatográfica a SDS-PAGE e perfil de 
carboidratos degradados analisados por eletroforese capilar. Essas frações foram escolhidas pelo 
fato de seus resultados de análise de espectro de MS ter acusado a presença de poucos 
peptídeos, o que indica que caso a proteínas esteja  realmente ocorrendo, elas possam estar 
parcialmente purificadas.  
 
Acesso Proteíco Organismo Similar
Cazy 
ID 
/Pfam
Sequencia Peptídica                         
(Números de Espectros) m/z (Carga)
Número da 
Fração
mM de açúcar 
reduzido
ABG60668 (Glucosidase 
GH63)
Cytophaga 
hutchinsonii
GH 63 / 
03200
K.IHKDKPYK.Y (1) 514.7511(2+) IEX2 - 18 0,6 (M); 3,6 (L); 
0,9 (X); 0,5 (CM)
CAC13807  (conserved 
hypothetical protein)
Mycoplasma 
pulmonis
GH 65 / 
03636
K.KILESTSEAR.Q (1) 567.2845 (2+) IEX2-9 0,6 (M), 1,2 (L); 
0,3 (X); 0,6 (CM)
  (endo-beta-N-
acetylglucosaminidase)
Thermosipho 
africanus
GH 85 / 
03644
 K.LIEITK.Y (1) 358.7436 (2+) IEX3 - 1 4,0 (M); 2,6 (L); 
1,0 (CM); 4,7 (X)
  (transcriptional 
regulator, Fis family 
protein)
Psychromonas 
ingrahamii
GH85 / 
01832
R.SELRANDK.A (1) 466.7613 (2+) IEX2 - 32 3,4 (M); 1,7 (L) 
 ACP04893 (putative 
cellobiose/cellodextrin-
phosphorylase)
Vibrio cholerae GH94/ 
06165
R.FASFIEVGGR.T (1) 541.8043 (2+) IEX2-7
0,5 (M); 1,2 (L); 
0,3 (X); O,6 
(CM)
ABV99840 (Carbohydrate 
binding family 6)
Salinispora arenicola CBM 6 / 
03422
R.SVPGNVAGPTGR.H (1) 
R.AASGAGDGVSGLVEVR.L (1)
556.2993 (2+) 
722.8749 (2+)
IEX3 - 3
1,1 (M); 2,2 (X); 
0.5 (CM); 1,2 (L)
R.MIDSVLESAR.D + Oxidation 
(M) (1)                                
R.GYYPDYDGFR.I (1) 
K.EIGKPVVLEEYGIPK.S (1) 
R.IVNDDSPEAELIREYAK.L (1)
568.8092 (2+) 
626.8032 (2+)   
557.6624 (3+) 
654.6815 (3+)
GF1 - 28 0.5 (M) 
K.LFNTGEDIREDTCSFILPK.D 
(2) 752.3687 (3+) IEX1-23
3,2 (M); 0,7 (L); 
0,5 (X); 0,6 (CM)
 ACB09927 
(Carbohydrate binding 
module 27/ endo-1,4-beta-
mannosidase)
Thermotoga sp CBM 27 
/ 09212
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A fração IEX4-37 foi submetida a uma reação enzimática como celopentose marcada 
com APTS, no qual os produtos de hidrólise foram monitorados por análise de eletroforese 
capilar. Os dados revelaram que a fração IEX4-37 foi capaz de hidrolisar o substrato mostrando 
como produtos hidrolíticos celobiose e celotriose. Este tipo de padrão observado é esperado 
para uma típica Endo-β-1,4-glicosidase. A análise de SDS-PAGE da mesma fração revelou uma 
banda única em torno de 50 kDa (Fig. 3.6-C - linha 1) que é o peso molecular de GH 7  de 
protozoários  simbiônticos do cupim C. formosanus (Nakashima et al., 2002a; Todaka et al., 
2010a). Esta mesma fração não foi capaz  de hidrolisar xilohexaose e manohexaose (dados não 
mostrados).  
Outra fração investigada detalhadamente foi a fração IEX1-26, o qual possui apenas um 
peptídeo único identificados com uma possível GH2, uma família típica de mananases (Cantarel 
et al., 2009). Essa fração foi capaz de hidrolisar manohexaose marcada com APTS, no qual a 
análise de eletroforese capilar identificou como produtos hidrolíticos manotriose e manobiose, 
como típico padrão de endo-β-1,4-mananase (Fig. 3.6-B). A análise de SDS-PAGE revelou a 
presença de bandas protéicas em torno 80 kDa (Fig. 3.6-C - linha 2), o qual está de acordo com 
mananases descritas na literatura, derivadas de fungos e bactérias (Tanaka et al., 2009 e Santos 
et al., 2010). Esta mesma fração não foi capaz de hidrolisar xilohexaose e celopentaose (dados 
não mostrados). 
A eletroforese capilar de oligossacarídeos marcados é uma ferramenta de extrema 
sensibilidade, o qual permite investigar mecanismos de hidrólise em alto grau de especificidade. 
Em nossas análises utilizamos substratos com grau de pureza em torno de 99%, no qual só 
ressalta a validade dos nossos dados. 
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Figura 3.6. Eletroforese capilar de oligossacarídeos marcados com APTS e análise de 
SDS-PAGE de frações cromatográficas específicas.  
(A) Hidrólise  enzimática  incompleta da fração IEX4-37 contra celopentaose  gerando como 
produtos celotriose e celobiose (típica endo-glicosidade). (B) Hidrólise enzimática incompleta 
da fração IEX1-26, contra manohexaose gerando como principal produtos manobiose e 
manotriose (típica endo-mananase). As setas em vermelho indicam o local de quebra da cadeia 
polimérica pela fração cromatográfica. (C) Análise SDS-PAGE das frações IEX4-37 (linha1) e 
IEX1-26 (linha 2). Uma banda única é observada a 50 kDa corado com Coomassie para a fração 
IEX4-37 (linha 1), e duas bandas em torno de  80 kDa foi observada para a fração IEX1-26 
corado com prata. (M) Marcador de peso Molecular. APTS: Acido-8-aminopireno-1,3,6-
trisulfônico IEX#-#: troca-iônica. 
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A nossa estratégia de metaproteômica foi considerada de grande sucesso uma vez que 
conseguimos identificar 55 proteínas, distribuídas por 29 familias do banco de dados do CAZy. 
Nossos dados são similares e concordantes com trabalhos prévios na literatura para o cupim 
superior Nasutitermes corniger, o qual identificou cerca de 48 proteínas distribuídas por 22 
famílias do CAZy (Burnum et al., 2010), bem como Warnecke e colaboradores (2007) o qual 
descreveu 13 proteínas como similaridades com o CAZy.  
Utilizando o critério de ≥ 2 peptídeos únicos diferentes entre si,  identificamos  no 
extrato bruto de C. gestroi seis proteínas relacionadas a ações celulolíticas, sendo elas GH 3, 
GH 7 (duas proteínas diferentes), GH 9 e dois CBMs classificados como pertencentes as   
familias 6 e 27. Burnum e colaboradores (2010) identificaram, com esse mesmo critério, oito 
proteínas distribuídas por 6 famílias do CAZy, sendo somente as proteínas GH 3 e CBM 11 
relacionadas com a degradação de compostos lignocelulósico (Cantarel et al., 2009).  
Outras 49 proteínas foram identificadas no extrato bruto de C. gestroi, com o critério de 
apenas 1 peptídeo único diferente. Estes resultados podem ser justificados pelo fato de muitas 
enzimas não serem solúveis ou possam estar ligadas aos substratos fortemente, ficando 
impossível a sua identificação no extrato bruto de C. gestroi. Outros dois motivos  seriam a falta 
de um banco de dados genômico completo para o digestoma de C. gestroi, e pelo motivo de que 
em  um microambiente algumas enzimas possam ser subestimadas (Keller e Heittch, 2009). 
Entre essas enzimas figuram membros de típicas celulases (GH 1, GH 3, GH 5, GH 7 e 
GH 16), xilanases (GH 10, GH 11 e GH 43), mananases (GH 2 e GH 38), pectinases (GH 28 e 
GH 29), β-galactosidases (GH 42), e também amilases (GH 13, GH 31 e GH 57) e quitinases 
(GH 18 e GH 85). Pouco mais da metade dessas enzimas foram identificadas no digestoma de 
N. corniger em estudos anteriores, com a exceção de GH 2, GH 7, GH 10, GH 11, GH 16, GH 
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18, GH 28, GH 29, GH 31, GH 38 e GH 57 (Warnecke et al., 2007 e Burnum et al., 2010). O 
metagenoma deste mesmo organismo revelou a presença de sequencias para todas as nossas 
enzimas identificadas com a exceção de GH 7, GH 10 e GH 29,  os quais não foram descritas 
para metagenomas de cupins superiores pelo fato de possuírem homologia com proteínas de 
protozoários ausentes nesse grupo (Warnecke et al., 2007 e Burnum et al., 2010).  
Os nossos dados metaproteômicos são também corroborados pela sequenciamento de  
RNAm de GH16 em cupins e seus simbiônticos e também em besouros (Tartar et al., 2009; 
Bulmer et al., 2009 e Genta et al., 2009); pela purificação de celobiohidrolases (GH7) de 
protozoário simbiôntico do gênero Pseudotriconympha sp. (Nakashima et al., 2002a); por 
transcritos de GH 1, GH 5, GH 7, GH 9 e GH 10 de C. gestroi (Leonardo, 2010), e sequencias 
de GH 2, GH 3, GH 11, GH 18 e GH 38 relatadas no metatranscriptoma do cupim inferior 
Reticulitermes sp. (Tartar et al., 2008). 
O uso de analisadores de MS/MS mais robustos e seqüenciamento metagenômico 
massivo do tubo digestivo de cupins enriquecerá no futuro essas análises digestômicas, 
principalmente nas pesquisas de degradação e/ou modificações da lignina e de outros 
mecanismos auxiliares a enzimas que convertam a biomassa  de forma eficiente, tais como 
componentes de fenton (Vu et al.,  2004; Brune e Ohkuma, 2011). Nossa estratégia, além de 
identificar várias hidrolases glicolíticas, nos permitiu validar os resultados para proteínas 
identificadas com o critério de ≥ 2 peptídeos únicos diferentes entre si e proteínas com um 
peptídeo único, tanto pela atividade enzimática das frações cromatográficas, bem como pela 
validação detalhada de um GH 7 e uma GH 2 por SDS-PAGE e eletroforese capilar.  
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3.5 Conclusões  	  
Os dados sugerem, pela primeira vez na literatura, que repertório enzimático de 
Coptotermes gestroi frente a diversos tipos de ligações glicosídicas é amplo e de grande 
importância biotecnológica. O extrato bruto do cupim inferior C. gestroi foi capaz de hidrolisar 
89 % dos substratos testados entre pH 4 e pH 8.  
 A análise de metaproteoma de C. gestroi revelou a presença de GH’s e proteínas 
acessórias  ocorrendo no digestoma deste cupim inferior. No total foram identificados 55 
proteínas, sendo  seis com o critério de ≥ 2 peptídeos únicos diferentes entre si e 49 com um 
peptídeo único. Todas as identificações protéica de MS/MS foram validadas funcionalmente, 
através de ensaios bioquímicos para hidrolases glicolíticas,  sendo que duas proteínas que não 
atingiram o critério (de ≥ 2 peptídeos únicos) foram validadas detalhadamente por eletroforese 
capilar de oligossacarídeos marcado com APTS e por SDS-PAGE, tornando essas 
identificações  de maior confiança. 
Analisando as caracterizações bioquímicas e de metaproteoma podemos concluir que o  
cupim inferior C. gestroi utiliza-se no mínimo das seguinte enzimas para a degradação de 
polissacarídeos de glicose: GH 1, GH 3, GH 5, GH 7, GH 9, GH 16, CBM 6-GH 16, GH 13 e 
GH 18. Para degradação de polissacarídeos de  xilose e arabinose utiliza-se das enzimas GH 10, 
GH 11 e GH 43, para as de manose na cadeia principal as enzimas GH 2, CBM27-GH26 e GH 
38 e por fim para a degradação de pectinas  proteínas membros  das famílias GH 28 e GH 29. 
 
 
 
	  	  
 75	  
Capítulo 4 - Clonagem, expressão e caracterização de hidrolases 
glicolíticas e proteínas acessórias que ocorrem no metatranscriptoma de 
Coptotermes gestroi 
4.1 Resumo 	  
Neste capítulo estão descritos detalhadamente as metodologias utilizadas para a 
caracterização genética, bioquímica e biofísicas de hidrolases glicolíticas e/ou proteínas 
acessórias que ocorrem no digestoma Coptotermes gestroi, bem como todos os resultado e 
discussões relativos ao tema. Ao todo foram escolhidos sete genes para serem clonados, 
expressados heterólogamente e caracterizado funcionalmente. Os genes descritos por Leonardo 
(2010) escolhidos foram: EG1Cg (Endo- β-1,4-glicosidase/GH 9) com 1347 pares de base (pb), 
BG1Cg (β-1,4-glicosidase/GH 1) com 1488 pb, Lam1Cg (Endo-β-1,3-glicosidase/GH 16) com 
1035 pb, Lac1Cg (Lacase/oxidase) com 1302 pb e Fae1Cg (carboxilesterase/esterase-lipase)  
com 489 pb, todos endogenamente produzidos pelo cupim. Os outros dois genes são de 
protozoários simbiontes de C. gestroi: CBH1Sim1Cg (Celobiohidrolase/GH 7) com 1353 pb e 
EX1Sim1Cg (Endo- β-1,4-xilosidase/GH 10) com 894 pb.  
Esses genes tiveram predições “in sílico” de diversos parâmetros biológicos importantes 
realizados, tais como: análises de peptídeo sinal e sinal de secreção, predição de peso molecular, 
grau de hidrofobicidade, de domínios e famílias, glicosilação, predição de estrutura tri-
dimensional e outros. Após essas predições foi dado início ao estudo funcional desses sete 
genes por expressão heteróloga. Desta forma descreve-se a todo o esforço na tentativa de 
caracterizar essas novas enzimas. 
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4.2 Materiais e Métodos 
4.2.1 Análises “in silico” dos genes escolhidos 	  
Os genes escolhidos para caracterização funcional foram nomeados como: EG1Cg 
(Endo-β-1,4-glicosidase/GH 9), BG1Cg (β-1,4-glicosidase/GH 1), Lam1Cg (Endo-β-1,3-
glicosidase/GH 16), Lac1Cg (Lacase/oxidase), Fae1Cg (carboxilesterase/esterase-lipase), 
CBH1Sim1Cg (Celobiohidrolase/GH 7) e EX1Sim1Cg (Endo- β-1,4-xilosidase/GH 10). 
Desta forma, eles foram analisados quanto a presença de domínios conservados na 
plataforma Conserved Domains no NCBI (disponível em: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml) na condição padrão (default). A análise 
de famílias gênicas foi realizada na plataforma do PFAM (Protein Families) do SANGER 
INSTITUTE (disponível em: http://pfam.sanger.ac.uk/), também em modo “default”. A análise 
de localização celular foi realizada na plataforma do SignalP (disponível em: 
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) visando a identificação do peptídeo sinal, o qual 
sinaliza a exportação da proteína para um local intracelular ou extracelular. A análise de 
secreção protéica foi realizada na plataforma SecretomeP (disponível em: 
http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/), a qual permite a predição de secreção com maior 
número de critérios. Sítos de glicosilação foram preditos em 
http://www.cbs.dtu.dk/services/DictyOGlyc/ para proteínas preditas como secretadas e 
http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/ para proteína intracelular. 
A análise de parâmetros bio-fisico-químicos, das possíveis proteínas que esse genes 
transcrevem, foram avaliados no ProtParam (Gasteiger et al., 2005) (disponível em: 
http://web.expasy.org/protparam/. Ao todos sete parâmetros, que são de grande importância 
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para expressão heteróloga de proteínas, foram analisados. Tais como: peso molecular, ponto 
isoelétrico teórico, composição de aminoácido (para avaliar quantas cisteínas existem), 
coeficiente de extinção molar, tempo de meia vida estimado, índice de instabilidade  e 
hidrofobicidade. 
4.2.2 Obtenção dos cupins 
 
Colônias  de Coptotermes gestroi mantidas no Laboratório de Cupins da Profa. Dra. Ana 
Maria Costa Leonardo na UNESP de Rio Claro-SP foram gentilmente cedidas para a utilização 
neste trabalho. Essas colônias eram mantidas no escuro a temperatura ambiente, sendo os cupins 
alimentados com cavacos de madeira e papelão. Para a realização da metodologia, cupins 
operários da colônia foram selecionados por serem os que digerem o material lignocelulósico. 
Eles eram retirados da colônia com uma pinça e guardados em  tubos de 1,5 mL. 
4.2.3 Extração de RNA 	  
A extração de RNA foi realizada para o uso como alvo de amplificação dos genes 
escolhidos, pois não possuem sequências de íntrons indesejáveis para a caracterização funcional 
utilizando E. coli. Cerca de 50 cupins operários foram macerados em potters de 2 mL contendo 
1 mL de TRIzol® (Invitrogen) gelado. As amostras eram posteriormente  homogeneizadas, no 
gelo,  por várias pipetagens seguidas, até o material tornar-se o mais fluído possível. O uso do 
reagente TRIzol® mantém o RNA íntegro, enquanto rompe as membranas celulares e dissolve 
os componentes lipídicos e protéicos da célula. 
Posteriormente, esse fluído foi transferido para tubos de 1,5 mL e centrifugados por 10 
minutos a 20.000g a 4ºC, para a separação da fase sólida (debree celular) da fase liquida. O 
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sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL e mantido por 5 minutos à 
temperatura ambiente para a total dissociação de complexos núcleoproteicos restantes. Em 
seguida foram adicionados cerca de 200 µL de clorofórmio P.A (Merck), o qual eram 
vigorosamente agitadas.  
Após a agitação, as amostras foram incubadas por mais 3 minutos à temperatura 
ambiente e depois centrifugadas por 15 minutos a 20.000g a 4ºC. A fase aquosa (contendo o 
RNA) foi transferida para um novo tubo, sendo então utilizados para a purificação do RNA os 
Kits de extração RNeasy® Micro Kit (QIAGEN) ou RNeasy® Mini Kit (QIAGEN), seguindo 
as recomendações do fabricante. Os kits basicamente são compostos de microfiltros de sílica 
que capturam o RNA, sendo posteriormente lavado com etanol. Para a eluição utilizava-se 20 
µL de água MiliQ DEPC  a 60 ºC.  
A medida de concentração de RNA foi realizada em espectrofotômetro NanoDrop ND – 
1.000 (Thermo) com leitura de densidade óptica no comprimento de onda de 260 nm. Para 
avaliar a qualidade e a integridade do RNA total, cerca de 2 µL  da amostra foi submetida a 
eletroforese em gel de agarose (1,2 %) com brometo de etídeo previamente adicionado. As 
amostras de RNA foram mantidas em freezer -80ºC até a utilização para síntese de cDNA. 
4.2.4 Síntese de cDNA  	  
As amostras de RNA obtidas foram submetidas à síntese de DNA complementar 
(cDNA) para ser usado como alvo de amplificação dos genes de hidrolases glicolíticas e 
proteínas acessórias. Para a síntese foi utilizando o kit Superscript III RTTM (Invitrogen). A 
quantidade inicial de RNA usado para a transcrição, foi de 1 µg, sendo tratado com a enzima 
DNase I (Invitrogen) para degradar possíveis moléculas de DNA contaminante. Para isto 
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adicionou-se cerca de 1,0 µl de DNase I (1 u/µl) seguido de 1,0 µl de tampão  10x DNase I 
Reaction Buffer (200mM Tris-HCl, 20 mM MgCl2, 500 mM KCl2) e água MiliQ-DEPC para 
um volume final de 10,0 µl. A reação foi incubada por 15 minutos à temperatura ambiente 
sendo interrompida com a adição de 1,0 µl de 25 mM  EDTA e posterior incubação à 65°C por 
5 minutos.  
Após o tratamento, iniciou-se  a síntese de cDNA complementar (fita simples) com à 
adição de 1,0 µl de 50 µM oligo (dT)20 e 1,0 µl de 10 mM  Mix de dNTP’s. As amostras foram 
então incubadas à 65°C por 5 minutos e em seguida resfriada a à 4°C por 1 minuto. Para cada 
tubo, adicionamos  10,0 µl do seguinte “mix”de reação: 2 µl de 10x RT buffer; 4,0 µl de 25 mM 
MgCl2; 2,0 µl de 0,1 M DTT; 1,0 µl de 40 U/µl Rnase OUTTM e 1,0 µl de 200 U/µl Superscript 
III RTTM . A reação ocorreu em termociclador (Applied-Veriti 96-well Fast Thermal Cycler) por 
50 minutos à 50°C e  em  seguida a 5 minutos à 85°C para interromper a reação. 
4.2.5 Desenho e sequências de oligonucletídeos iniciadores “primers” 
utilizados 	  
A região codificante de cada gene escolhido para expressão foi primeiramente 
submetido a análise de enzimas de restrição na plataforma NEBCUTTER (disponível em: 
http://tools.neb.com/NEBcutter2/). Nesta análise foi avaliado a ocorrência de sítios de restrição 
nessa região para as seguintes endonucleases: NheI, BamH1 e SalI. Esses sítios foram 
escolhidos no vector de expressão (detalhado mais abaixo) para a inserção da sequencia 
codante, logo não poderiam ocorrer sítios para estas enzimas dentro da mesma.   
Os oligos foram desenhados com sítios de restrição para NheI na extremidade 5’ do 
óligo dianteiro e com sítios de BamH1 ou SalI na extremidade 5’ do óligo reverso. A sequência 
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de anelamento dos oligos dianteiros no gene específico foi feita para anelar  em uma região  a 
“downstream” a sequência do peptídeo sinal. As sequências dos oligos estão disponível na 
tabela 4.1. 
Tabela 4.1. Lista de oligonucleotídeos iniciadores de amplificação para os genes escolhidos para 
caracterização funcional. 
Legenda: As regiões sublinhadas  indicam o sitio de restrição no oligonucleotídeo. As regiões com uma linha ao 
meio (TTA e TCA) nos óligos reversos indicam o códon de terminação da tradução. Nhe1, BamHI e SalI são siglas 
para enzimas de restrição. t.a.= temperatura de anelamento do óligo.  
4.2.6 Amplificação, clonagem em vector de alta cópia e seqüenciamento das 
construções  
 
Os genes foram amplificados através de reação de PCR utilizando o cDNA como alvo 
dos primers descritos acima. Para este passo foi utilizado a abordagem de PCR “touchdown” o 
qual consiste dividir a amplificação em duas rodadas diferentes. A 1º rodada consiste de uma 
reação padrão com temperatura de abertura das fitas a uma alta temperatura, seguido por 10 
ciclos de abertura de fitas; anelamento dos primers; e extensão da região alvo. Sendo que a cada 
ciclo a temperatura de anelamento cai 1 ºC, chegando a uma temperatura 10 ºC inferior  no 
ultimo ciclo da 1º rodada.  
Esta abordagem é muito usada para diminuir a diferença de temperatura de anelamento 
entre os pares de primers, além de contribuir com uma variação de alta especificidade e baixa 
Genes  
Alvos Oligonucleotídeo dianteiro Oligonucleotídeo reverso 
EG1Cg 5’ ATATAGCTAGCGCTTACGACTACAAGACAGTACTG 3’  NHE1 – t.a.=  54,8 ºC 
5’ ATATAGGATCCTTAAACGCCCAACGTGACGAGAG   3’ 
BamH1– t.a.=  57 ºC 
BG1Cg 5’ ATATAGCTAGCGATGACGTCGATAACGAGACCCTG 3’  NHE1– t.a.=  58,9 ºC 
5’ ATATAGGATCCTTAGTCTCGGAAGCGCTCTGGAATC 3’ 
BamH1– t.a.=  60 ºC 
Lam1Cg 5’ ATATAGCTAGCGAGACACTTGTCTGGCAGGAC 3’  NHE1– t.a.=  57,6 ºC 
5’ ATATAGGATCCTTAGTCCTGATAAACCCTGAC 3’  
BamH1– t.a.=   52,3 ºC 
Lac1Cg   5’ ATATAGCTAGC GCGACATCAGTGCTGCTGAATTC 3’  NHE1– t.a.=  58,0 ºC 
5’ ATATAGTCGACTCAAATCCAAAAGTTGAGAAGATAG  3’ 
SALI– t.a.=  51,5 ºC 
Fae1Cg 5’ ATATAGCTAGCCAGCATAATATACAGAAATCTGTGG 3’   NHE1– t.a.=  52 ºC 
5’ ATATAGGATCCTTACTGGTTTTCCTTAAGGGGC 3’  
BamH1– t.a.=  55 ºC 
CBH1Sim1Cg 5’ ATATAGCTAGCGCAGAGAGCCATCCATCACTTTC 3’  NHE1 – t.a.=  57.9 ºC 
5’ ATATAGGATCCTTAGTAGGTTGAATCAATTGGTCC 3’ 
BamH1– t.a.=  53 ºC 
EX1Sim1Cg  5’ ATATAGCTAGCTATCAAGTTACTCAGCCCTTTGC 3’   NHEI – t.a.=  55 ºC 
5’  ATATAGGATCCTTAACTAGATGACATGTATTGCTTGAG 3’ 
BamH1– t.a.=  53,1ºC  
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especificidade dos primers que permite a amplificação de fragmentos pouco representativos. 
Esta abordagem é necessária uma vez que o cDNA alvo varia em números de copias para cada 
gene (Don et al., 1991). A segunda rodada segue-se com uma reação de PCR comum, com 30 
ciclos e temperatura de anelamento fixa ou em gradiente. 
Desta forma foi realizada as amplificações dos genes alvos, sendo utilizado pra a 
amplificação dos genes EX1Sim1Cg, Lam1Cg, Lac1Cg, Fae1Cg e CBH1Sim1Cg a seguinte 
reação: 31,5 µl de H2O MiliQ; 1,5 µl DMSO; Tampão 5X Phusion HF Taq (25 mM TAPS-HCl 
(pH 9.3), 50 mM KCl, 2 mM MgCl2); 2,5 µl de oligonucleotídeo dianteiro específico (primer 
forward) a 10 ρmol/µL; 2,5 µl de oligonucleotídeo reverso específico (primer reverse) a 10 
ρmol/µL; 0,5 µl de 10 mM dNTP’s, 1 µl de cDNA e 0,5 µl de Taq (Phusion® High-Fidelity 
DNA Polymerase), completando 50 µl de reação. 
A reação enzimática foi submetida a touchdown PCR (MasterCycler pro-S e Eppendorf) 
nas seguintes condições: 1º rodada foi conduzida com 98ºC por 2m e 30s, seguido de 10 ciclos 
de 98ºC por 30s; anelamento a 60ºC por 45s (decrescendo 1 ºC por ciclo) e extensão a 72ºC por 
2m (1m por kilobase de extensão). A 2º rodada foi realizada nas condições acima por 30 ciclos 
sendo que a temperatura de anelamento se manteve fixa a 50 ºC. Para o gene EG1Cg todo o 
protocolo acima foi repetido somente utilizando 5,0 µL de cDNA  na reação de PCR sendo 
diminuído 4 µL da quantidade de H2O MiliQ.  
Para a amplificação de BG1Cg foi utilizado a mesma reação enzimática de amplificação 
de EG1Cg  e o seguinte protocolo de amplificação: 1º rodada com 98ºC por 2m e 30s, seguido 
de 20 ciclos de 98ºC por 30s; anelamento a 65ºC por 45s (decrescendo 1 ºC por ciclo) e 
extensão a 72ºC por 2m (1m por kilobase de extensão). A 2º rodada foi realizada nas condições 
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acima por 30 ciclos, sendo a temperatura de anelamento fixada a 48 ºC. 
Cerca de 5 µL de cada reação de PCR foram verificadas  para  a presença de produtos de 
amplificação em eletroforese de gel de agarose 1% (90V por 30 minutos), sendo posteriormente 
corados em banho de brometo de etídio (0,25 µL/ mL) e fotodocumentadas 
Uma vez confirmada a amplificação dos genes, os produtos de PCR foram purificados 
da seguinte forma: cerca de 45 µL de cada reação foi submetida a eletroforese em gel de 
agarose 0,8 % e 0,3 % de cristal violeta de genciana para posterior purificação. As bandas eram 
recortadas a olho nu e submetida a purificação utilizando o kit  Illustra GFX PCR DNA and Gel 
Band Purification (G.E.) conforme instruções do fabricante e eluídos em 50 µL de H2O MiliQ 
aquecida a 65 ºC. O DNA purificado foi quantificado em NanoDrop ND – 1.000 (Thermo). 
A clonagem em vetores de alta cópia foi realizada utilizando o sistema pGEM®-T easy. 
Cerca de 10 µL (75 ng/µL) do produto de PCR purificado foi submetido a uma reação de adição  
de dATP como se segue: 10µL de produto purificado; 1 µL de Tampão 5X Phusion HF Taq; 0,5 
µL de  4 mM de dATP e 0,5 µL de Taq DNA polimerase (5 unidades - Invitrogen). A reação foi 
mantida a 72 ºC por 35 minutos. Taq’s pfu  de alta fidelidade, como a Phusion, não adicionam 
adenina no final da molécula de DNA recém amplificada, sendo a reação acima necessária para 
a clonagem. 
 Para clonagem utilizou-se cerca de 3 µL da reação descrita cima, seguido de 5,0 µL de 
2X Tampão de Ligação “Rapid Ligation Buffer” (60mM Tris-HCl pH 7.8, 20mM MgCl2, 
20mM DTT, 2mM ATP, 10% polietilenoglicol - Promega) rigorosamente vortexizado; 1,0 µL 
do plasmídeos pGEM-T easy (com gene de resistência a ampicilina) e 1,0 µL de enzima T4 
ligase. A reação foi mantida em temperatura ambiente por duas horas ou  por 16 horas a 10 ºC 
até  ser utilizado na transformação.  
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O procedimento de transformação para a propagação plasmidial foi realizado através do 
protocolo de choque térmico utilizando células quimiocompetentes. Desta forma 5 µL da 
ligação foi adicionado a 50 µL de célula competente DH5α [fhuA2, Δ(argF-lacZ)U169, phoA, 
glnV44, Φ80, Δ(lacZ)M15, gyrA96, recA1, relA1, endA1, thi-1, hsdR17], homogeneizado 
cuidadosamente e incubado a  4 ºC (no gelo) por 30 minutos. Posteriormente  foi realizado o 
choque térmico incubando a mistura a 42 ºC por 1 minuto e 30 segundos sendo rapidamente 
resfriado a 4 ºC. Para a recuperação das células transformadas foram adicionados  900 µl de 
meio SOC (triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM, MgCl2 20 
mM e glicose 20 mM) incubado em shaker a 37 ºC e 250 RPM por 1 hora e meia. 
Após a recuperação, as células foram centrifugadas (peletadas), seguido pela retirada de 
600 µL do meio SOC e resuspendidas no sobrenadante restante. Posteriormente 125 µL da 
transformação foram plaqueadas em placas de Petri contendo meio LB sólido com ampicilina 
(100 µg/mL) e X-gal (80µg/mL), sendo o último, o substrato da enzima ß-galactosidase, 5-
bromo-4-cloro-3-indolil- ß-D-galactopiranosídeo. A inserção do fragmento de DNA ocorre na 
região do gene lacZ no pGEM, responsável pela síntese da enzima ß-galactosidade que quebra o 
substrato X-gal, originando a coloração azul. Portanto, colônias brancas correspondem aos 
clones que receberam o inserto e apresentam o gene da galactosidade truncado enquanto as 
colônias azuis correspondem aos clones sem inserto. As placas foram incubadas a 37ºC por 20 
horas. 
Colônias brancas obtidas foram então coletadas com auxílio de palitos de madeira 
estéreis, inoculadas em falcons de 50 mL contendo 10 mL de meio LB com ampicilina (100 
µg/mL) e incubadas em shaker por 20 horas a 37ºC sob 250 RPM de agitação. O objetivo deste 
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inóculo foi a realização de uma posterior extração dos plasmídeos oriundos das células 
transformadas. A mini-prep  que se seguiu foi realizada através do kit comercial Wizard Plus 
SV Minipreps DNA Purification System (Promega) sendo o volume da eluição de 100 µL de 
H20 MiliQ aquecida a 65 ºC e quantificados em NanoDrop ND – 1.000 (Thermo). 
Os plasmídeos foram submetidos a reação de seqüenciamento com o uso do primer 
específico para o vetor (M13R/M13F). O seqüenciamento foi realizado no Laboratório Nacional 
de Biociências (LNBio). As reações foram realizadas com o reagente Dye Terminator Cycle 
Sequencing Kit (Amersham Biosciences/GE Healthcare), em reação de 10 µL, contendo 4 µL 
de Dye Terminator, 0,5 µL de óligo M13F ou M13R (10 pmol/µL) e 600 ng de DNA 
plasmidial. As reações foram incubadas a 95ºC por um minuto e submetidas a 35 ciclos de 10 
segundos a 96ºC, 15 segundos a 50ºC e 3 minutos a 60ºC em termociclador PCR System 9700 
(Perkin Elmer). As amostras foram analisadas no seqüenciador automático de DNA ABI 
PRISM 377 Genetic Analyser (Applied Biosystems). 
Após o sequenciamento, os dados obtidos foram analisados pelo programa 4Peaks 
(http://staden.sourceforge.net/) com o objetivo de gerar sequencias no formato FASTA e  
avaliar a qualidade do seqüenciamento pela nota phred. As sequências FASTA obtidas foram 
submetidas ao GenBank do NCBI (Blastx) para realizar a comparação com sequências 
homólogas de nucleotídeos depositadas no banco de dados e confirmar a construção dos 
insertos. 
4.2.7 Clonagem em vector de expressão e cepas utilizadas. 	  
Os produtos de PCR dos genes alvos purificados foram usados para a clonagem no vetor 
de expressão. Desta forma devemos digerir com endonucleases as pontas do produto 
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amplificado assim como também digerir o vector com as mesmas enzimas para que haja a 
inserção do nossos genes no vector de expressão em frame de leitura correto da proteína. Deste 
modo foram realizadas reações de digestão da seguinte forma para os genes EG1Cg, BG1Cg, 
FAE1Cg e EX1Sim1Cg: 20 µL de produto do PCR purificado com o gene alvo e seus sítios de 
restrição (300 ng/µL), 5 µL tampão 10X (Neb2, NewEngland Biolabs ®), 1,3 µL de cada uma 
das enzimas NheI e BamH1 (10.000 U/mL) (NewEngland Biolabs ®), 0,5 µL de BSA 10X e 
restante completado com água até o volume final de 50 µL. Após o tempo de incubação  de uma 
hora e trinta minutos a 37ºC, as amostras foram inativadas a 65ºC por 20 minutos para posterior 
purificação. 
Para o gene Lac1Cg  a abordagem usada foi diferente, sendo necessárias duas digestões 
e duas análises de integridades devido ao uso da endonuclease SalI, na qual em tampão NEB2 a 
enzima não é ativa. A primeira reação de digestão foi a mesma descrita acima para os demais 
genes somente com a ausência da enzima BamH1. O produto digerido foi purificado como 
descrito abaixo e submetido ama nova digestão da seguinte forma: 20 µL de produto da 
primeira digestão purificado, 5 µL tampão 10X (Neb3, NewEngland Biolabs ®), 1,3 µL de da 
enzima SalI (10.000 U/mL) (NewEngland Biolabs ®), e restante completado com água até o 
volume final de 50 µL. Após o tempo de incubação  e uma hora e trinta minutos a  37ºC, a 
amostra foi inativada a 65ºC por 20 minutos para posterior purificação.  
Após a inativação, 5 µL dos produtos digeridos foram submetidos a verificação de 
integridade e peso molecular em gel de eletroforese 1 % (conforme descrito para os produtos de 
PCR). Confirmada a integridade e peso molecular foi seguido o seguinte protocolo de 
purificação: 45 µL de cada reação foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8 % e 
0,3 % de cristal violeta de genciana para purificação. As bandas foram recortadas a olho nu e 
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purificadas utilizando o kit Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (G.E.) conforme 
instruções do fabricante e eluídos em 20 µL de H2O MiliQ aquecida a 65 ºC. O DNA purificado 
foi quantificado em NanoDrop ND – 1.000 (Thermo). 
O vector de expressão utilizado escolhido foi o pET28a (Novagen), bastante usado na 
literatura de cupins (Zhang et al., 2009 e 2011) o qual permite controle da expressão da proteína 
recombinante. Este vector possui duas opções de calda de histidina (His-Tag) para purificações 
por afinidade (um no C-terminal e outro no N-terminal), um local de clonagem como várias 
opções de enzimas de restrições (MultiCloningSite-MCS variado), gene de resistência ao 
antibiótico kanamicina (para oferecer a complementação na seleção da célula transformada). O 
controle da expressão é realizado utilizando o sistema da T7 RNA polimerase que é controlada 
pelo promotor Lac, no qual  um repressor ligado a este promotor é desligado pela adição de 
IPTG (análogo a lactose). Desta forma podemos controlar os níveis de expressão  protéica de 
forma a melhorar o rendimento de produção da proteínas de interesse. 
Para o uso do vector, o mesmo foi digerido da mesa forma descrita acima para os 
produtos de PCR dos genes de interesse. Em um primeiro momento ele foi digerido com NheI e 
BamH1 para permiti-lo receber os fragmentos e em um segundo momento ele foi digerido com 
NheI e posteriormente com SalI, seguindo o protocolo para a digestão do produto do gene 
Lac1Cg, sempre utilizando 1 µg de vector iniciais. 
A etapa a seguir consistiu da ligação dos insertos digeridos e purificados ao vector 
pET28a digerido. Desta forma 8 µL dos inserto (100 ng/µL) foram adicionados a 1,5 µL do 
vetor pET28a linearizado, juntamente com  1,2 µL do tampão 10X (300mM Tris-HCl em pH 
7.8, 100mM MgCl2,100mM DTT e10mM ATP - Promega) e 1,0 µL de T4-Ligase (3 U/µL) e 
água Milli-Q para completar o volume de reação em 15 µL. A reação foi incubada a 
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temperatura ambiente por 4 horas ou a 8ºC por 20 horas. 
O procedimento de transformação para a propagação e seqüenciamento do vector 
pET28a contendo os genes de interesse foi realizado através do protocolo do pGEM® descrito 
acima, sem adição de X-gal nas placas de LB-Agar. O primer utilizado para o sequenciamento 
foram o T7F e o T7R. Uma vez confirmada as construções por  seqüenciamento, os plasmídeos 
foram transformados por choque térmico em células  especializadas em expressão. 
Desta forma 5 µL da ligação foi adicionado a 50 µL de célula competente ArcticExpress 
DE3  ([E. coli B F– omp T hsdS(rB– mB–) dcm+Tetr gal λ(DE3) endA Hte [cpn10 cpn60 Gentr] - 
esta cepa possui um plasmídeo contendo chaperonas cpn10 e cpn60) homogeneizado 
cuidadosamente e incubado a  4 ºC (no gelo) por 30 minutos. Posteriormente  foi realizado o 
choque térmico incubando  a mistura a 42 ºC por 30 segundos sendo rapidamente resfriado a 4 
ºC. Para a recuperação das células transformadas foram adicionados  900 µl de meio SOC 
(triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM, MgCl2 20 mM e glicose 
20 mM) e incubado em shaker a 37 ºC e 250 RPM por 1 hora.  
Outras células foram utilizadas seguindo o mesmo protocolo, entre elas as seguintes 
cepas: BL21-Gold(DE3) [E. coli B F– ompT hsdS(rB– mB–) dcm+Tetr gal λ(DE3) endA Hte]; 
Rosetta2-BL2 ([F– ompT hsdSb(rB– mB–) gal dcm (DE3) pRARE2 Camr] - esta cepa possui um 
plasmídeo pRARE2 para códons raros); Origami2 (DE3) ([ Δ(ara-leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA 
PvuII phoR araD139 ahpC galE galK rpsL F′[lac+ lacIq pro] (DE3) gor522::Tn10 trxB (StrR, 
TetR) ]). 
Após a recuperação, as células foram centrifugadas (peletadas), seguido pela retirada de 
600 µL do meio e resuspendidas no sobrenadante restante. Posteriormente 125 µL da 
transformação foram disseminadas em placa de Petri contendo meio LB sólido contendo 
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kanamicina (25 µg/mL) e Gentamicina (12 µg/mL) quando plaqueadas com ArcticExpress e 
somente com kanamicina (25 µg/mL)  para as demais cepas. 
Após o crescimento das colônias nas placas, as mesmas foram selecionadas 
aleatoriamente para confirmação do inserto  via  PCR de colônia (utilizando os óligos  T7F e 
T7R que flanqueiam o site de multiclonagem do vector pET28a). As colônias positivas para o 
PCR de colônia foram inoculadas  para a realização da extração do plasmídeo e sua estocagem 
em freezer -80 ºC e também para o seqüenciamento como descrito no tópico 4.2.6. 
4.2.8 Expressão heteróloga em diversas cepas  	  	  
Inicialmente as construções geneCg-pET28a foram expressadas heterologamente em 
escala menor para avaliar  a viabilidade de expressão quanto a otimização de códons  e 
solubilidade das enzimas. Deste modo os primeiro teste de expressão foi realizado nas seguintes 
condições: pré-inóculos de 3 mL, contendo a construção geneCg-pET28a transformado em 
Rosetta2 (DE3) e pET28a (vazio) como controle negativo transformado na mesma cepa, foram 
crescidos por 20 horas em LB contendo kanamicina (25 µg/mL) em temperatura de 37°C a 250 
RPM. Posteriormente 600 µl de cada  pré inóculo foi inoculado em 50 mL de LB-Kan (25 
µg/mL) e incubado sob agitação a 37 ºC e 250 RPM até atingir absorbância em 600 nm de 0,6. 
 Antes da indução foram retirados 800 µL dessa cultura (tempo zero da amostra sem 
indutor) e adicionado IPTG (concentração final 0,5 mM) e mantidas as mesmas condições de 
temperatura e agitação por 4 horas ou variando  nos seguintes conjuntos: 37 ºC - 250 RPM-0,1 
mM IPTG por 4 horas; 30 ºC - 200 RPM - 0,1 mM e 0,5 mM IPTG (indução) por 4 horas; 18 ºC 
- 100 RPM - 0,5 mM e 1 mM IPTG por 20 horas. No final de cada expressão foram retirados  
uma nova alíquota de 800 µL (tempo de 4 horas ou 20 horas). As amostras recolhidas da 
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expressão foram “peletadas” e resuspendidas em H2O MiliQ.  
Para a verificação da expressão foi realizado uma eletroforese SDS-PAGE, onde 20 µL 
de cada amostra foi adicionado a 6 µL de tampão de carregamento (SDS, ß-mercaptanol e Azul 
de bromofenol), que foram desnaturadas a 95°C por 5 min e aplicadas em gel SDS-PAGE 
12,5% de separação e 4% de empilhamento. Como referencia de peso molecular foi utilizado o 
Prestained Protein Molecular Weight Marker (Thermo, EUA). 
A abordagem descrita acima foi repetida para as cepas Origami2 e BL21Gold 
transformados com a construção geneCg-pET28a, sendo que  para ArticExpress-geneCg-
pET28a foi realizado na seguinte abordagem: pré-inóculos de 3 mL foram crescidos por 20 
horas em LB, contendo kanamicina (25 µg/mL) e gentamicina (12 µg/mL), a  37°C e 250 RPM. 
Posteriormente o pré inóculo foi “peletado” deixando cerca de  600 µl do sobrenadante, no qual 
as células foram resuspendidas e inoculadas em 50  mL de LB sem antibiótico e  incubado sob 
agitação a 30 ºC e 200 RPM por 4 horas.  
Em seguida a temperatura foi reduzida para 12 ºC e 200 RPM e a expressão ficou 
aclimatando por uma hora até a retirada de uma alíquota de 800 µL dessa cultura (tempo zero da 
amostra sem indutor) e indução com IPTG a 1,0 mM de concentração final. A expressão foi 
conduzida por mais 24 horas o qual foi retirado uma alíquota de 800 µL (tempo 24 h da amostra 
com indutor) para a verificação da expressão conforme anteriormente. A expressão em 
ArcticExpress  foi escalonada para 500 mL de cultura onde a temperatura de expressão foi 
reduzida para 10 ºC. 
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4.2.9 Purificação das proteínas expressadas 	  
Após a expressão se faz necessário o rompimento das células para a extração das 
proteínas que ocupam o citoplasma da cepa. Desta forma, o volume restante de cada expressão 
(50 mL ou 500 mL) foi centrifugado a 12.000g por 20 minutos a  4 ºC. O “pelete” formado foi 
pesado e para cada 1,0 g de célula  foram adicionados 5 mL de tampão de lise (20mM Fosfato 
de Sódio; 200 mM de Cloreto de Sódio e 5mM de Imidazol); 80 µL de lisozima (12 mg/mL) 
para cada mL de tampão de lise adicionado e 20 µL de 100 mM PMSF também para cada mL 
de tampão de lise adicionado. A reação de lise foi incubada a temperatura ambiente por 30 
minutos. 
Posteriormente, as células foram rompidas usando um sonicador (Sonics Vibra-cell) a 
20% (volumes oriundos de culturas de 50 mL) ou 40% de amplitude máxima (volumes oriundos 
de cultura de 500 mL) durante 10 s com intervalos de descanso de 50 s por sete vezes.  Em 
seguida as reações de lise foram centrifugadas a 12.000g durante 20 minutos a 4°C. A fração 
solúvel das proteínas (contidas no sobrenadante do lisado centrifugado) forma recolhidas e 
submetida a cromatografia de afinidade como descrito no tópico a seguir.  
Da fração insolúvel “pelete” sedimentado  era recolhido cerca de 10 mg de célula e 
resuspendida em 1 mL de tampão de lise para verificação em gel SDS-PAGE juntamente com 
uma alíquota da fração solúvel. O sobrenadante do lisado foi submetido a atividade de hidrolise 
polissacarídica conforme descrito no capitulo 3 da tese, visando a identificação de atividade  
enzimática. Uma vez confirmada a atividade esse sobrenadante seguia para a purificação 
cromatográfica. 
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O sobrenadante do lisado, contendo as proteínas recombinantes ativas e solúveis com 
uma calda de  6X-Histidina no N-terminal, foi submetido a cromatografia de afinidade com 
metal imobilizado (IMAC), usando Ni2+ como metal de afinidade. As frações solúveis obtidos  
da expressão de 50 mL (cerca de 10 mL) e da expressão em larga escala de 500 mL (cerca de 50 
mL) foram aplicados em coluna de 5 mL HisTrap - Ni-NTA (GE Healthcare, EUA), equilibrada 
com tampão A (20mM Fosfato de Sódio; 200 mM de Cloreto de Sódio e 5mM de Imidazol; pH 
7,4), a uma velocidade  de 0,5 mL/min (sendo recolhido 50 mL de flowthrough do sobrenadante 
que não liga na coluna) e eluídas por gradiente de 0% à 50% de tampão B (20mM Fosfato de 
Sódio; 200 mM de Cloreto de Sódio e 500mM de Imidazol; pH 7,4) por 20 VC (volumes de 
coluna) a velocidade de 1,0 mL/min e  recolhimento de frações de 2 mL. As frações  
cromatográficas com intensidade de UV  280nm > 150 mAU foram submetidas a atividade 
enzimática com substrato polissacarídico natural ou sintético visando a identificação da 
proteínas recombinante.  
As frações contendo atividade enzimática correspondente a proteína recombinante eram 
analisados por SDS-PAGE para a determinação da purificação ou não da proteínas de interesse. 
Uma vez confirmada a presença da proteína, essas frações foram concentradas para 1 mL em 
VivaSpin (GE) de 50 mL (10 kDa de corte), a rotação 6.000g RPM a 20ºC. Uma vez 
concentradas as proteínas sofriam uma diálise para a retirada de Imidazol, com tampão de 
cromatografia de filtração em gel por 3 vezes no VivaSpin (GE) a rotação 8000 RPM a 20ºC, 
até  concentrar novamente a 1 mL. 
As proteínas recombinantes eram submetidas a mais uma passo cromatográfico visando 
um maior grau de pureza para a caracterização bioquímica e biofísica. Deste modo foi realizado 
cromatografias de filtração em gel, onde as proteínas são separadas por peso molecular, 
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seguindo da seguinte forma: 1 mL da proteína concentrada e dialisada foi  aplicada na coluna de 
Filtração em Gel - Superdex 10/300 75  GL (Gel Filtration Column - GE Healthcare), pré 
equilibrada com 70 mL de tampão A (20 mM Fosfato de Sódio; 200 mM Nacl pH 7.4). A 
eluição foi realizada com 36 mL, do mesmo tampão, em uma velocidade de 0.5 mL/min e 
recolhimento de frações de 2 mL.  
As frações  cromatográficas com picos de intensidade de UV  280nm > 30 mAU foram 
submetidas a atividade enzimática com substrato polissacarídico natural ou sintético visando a 
identificação da proteínas recombinante. Quando confirmada a atividade, as frações eram 
submetidas a SDS-PAGE para analisar  o grau de pureza.	   
4.2.10 Caracterização Bioquímica  
4.2.10.1 Painel de substratos 	  
A caracterização bioquímica das proteínas recombinantes puras iniciou-se  com o ensaio 
de painel de substratos, o qual a enzima é testada contra vários substratos polissacarídicos 
naturais e sintéticos visando informações acerca de quais ligações glicosídicas a enzima é capaz 
de hidrolisar.  
Os ensaios foram realizados em triplicata com um volume final de 100 µL, sendo 40 µL 
de tampão acetato de sódio 100 mM, pH 5,5;  50 µL de substrato 0,5% (m/v)  dissolvido em 
água MiliQ e 10 µL de enzima  em concentração conhecida. A quantificação de proteína era 
realizada por Bradford e por coeficiente de extinção molar. Cada reação possuía o seu 
respectivo branco e a os ensaios foram pipetados em placas de PCR de 96 poços no gelo. As 
reações foram incubadas em termociclador (MasterCycler pro-S - Eppendorf) por 5 ou 40 
minutos a 37 °C, sendo no final resfriadas a 4 ºC. Posteriormente adicionou-se em todas as 
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reações (triplicatas e branco) 100 µL de ADNS (ácido 3,5-dinitrosalicílico) (Miller, 1959) para a 
revelação dos açúcares redutores,  e no branco adicionou-se 10 µL da enzima. Em seguida  as 
reações foram incubadas a 99 °C por 5 minutos.  Após a revelação,  100 µL de cada reação 
eram transferidas para placas de cultura de  fundo chato de 96 poços (GRAINER) para ser 
medida, a 540 nm, a absorbância. A partir de uma curva  padrão com glicose e xilose (R2 
0,999), a quantidade de açúcares redutores totais foi calculada. As atividades enzimáticas foram 
expressas em  µmol de glicose equivalente/min/ mg de proteína. 
4.2.10.2 Caracterização de pH ótimo e temperatura ótima 	   	  
A determinação  do pH ótimo das proteínas recombinantes foi realizada da mesma forma 
descrita acima, somente variando os valores de pH (3,0 a 8,0), sendo utilizado o tampão citrato-
fosfato 100/200 mM (McIlvaine, 1921). O tempo de incubação foi de 30 minutos. A mesma 
condição foi utilizada para a determinação da temperatura ótima, a qual os ensaios foram 
efetuados no pH ótimo utilizando o tampão de McIlvaine, por um intervalo de 30-90°C. O 
tempo de incubação variou de  5-20 minutos a depender da enzima. A estabilidade térmica foi 
testada variando a temperatura entre 40 e 70°C.  
4.2.10.3 Cinética Enzimática 	  
Os parâmetros cinéticos avaliados foram os de Km, Vmax, Kcat, Kcat/Km através da 
construção de uma curva de regressão não linear. Os parâmetros foram determinados da mesma 
forma dos ensaios descritos no tópico 4.2.10.1 em temperatura e pH ótimo ( tampão McIlvaine) 
variando a concentração do substrato de 0 % à 1 % na reação para substratos polissacarídicos 
naturais e variando de 0,2 mM à 30 mM para substratos sintéticos. Os parâmetros foram 
calculados e  plotados utilizando o software Origin 8. 
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4.2.10.4 Eletroforese Capilar de Oligossacarídeos 	  
Para os experimentos de eletroforese capilar utilizamos as mesmas condições de 
atividade enzimáticas descritos no tópico 4.2.10.1 tendo como diferente os substratos utilizados. 
Foram utilizados os seguintes substratos: celobiose, celotriose, celotetrose celopentaose, 
celohexaose, xilohexaose, arabinohexaose e laminarihexaose derivatizados com APTS por 
aminação redutiva como descrito por  Santos et al. (2010). As análises foram conduzidas no 
equipamento P/ACE MQD (Beckman Coulter - Indianapolis, IN, USA) com detecção a laser  
induzida por fluorescência. O capilar utilizado como coluna de separação dos oligossacarídeos  
foi o de sílica fundida (TSP050375, Polymicro Technologies - Phoenix, AZ, USA) com o 
diâmetro interno 50 mm com 31 cm de comprimento. As amostras foram injetadas com uma 
pressão de 0,5 psi por 0,5 segundos.  
As condições de eletroforese foi de voltagem de 10 kV, variando de  70-100 mA no 
cátodo de entrada. O tampão de corrida foi 0.1 M fosfato de sódio no pH 2, 5, sendo a corrida 
realizada a 20ºC. O capilar foi previamente lavado com 1M Hidróxido de Sódio seguido de 
tampão de corrida para prevenir contaminações. Os oligossacarídeos marcados com APTS 
foram excitados a 488 nm sendo o sinal coletado com um filtro de 520-nm. A combinação de 
perfis de eletroferogramas dos substratos puro (padrão) com os perfis de eletroferogramas 
depois da reação enzimática foram usados para a identificação dos produtos formados.  
4.2.11 Predição Estrutural e Caracterização Biofísica  
4.2.11.1 Predição de estrutura tri-dimensional 	  
A predição de estrutura tridimensional foi realizada na ferramenta I-TASSER 
(disponível em: http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), no modo default (Zhang, 
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2008). Nesta predição foram feitas s seguintes análises: análise de predição estrutural, análise de 
similaridade com cristais de proteína com estrutura resolvida, análise de superfície acessível ao 
solvente e por ultimo análise de sítios de ligantes como glicerol, glicose entre outros. Desta 
forma alguns parâmetros de confiabilidade foram gerados. Entre eles estão o C-Score, o qual 
confere um índice de qualidade da predição estrutural de acordo com resultados de 
alinhamentos de proteínas homólogas com a sua proteína. O C-Score é geralmente em torno de 
-5,2 sendo valores mais altos que este considerados boas predições (Roy et al., 2010). 
O segundo parâmetro é o TM-Score, que é uma escala proposta para medir a 
similaridade entre duas  estruturas de proteínas, sendo que ele participa no cálculo de geração 
do C-Score quando já existe uma proteína nativa homóloga resolvida. O TM-Score > 0,5 
representa que o modelo de predição possui topologia correta e < 0, possuem regiões de 
topologia randômica, ou seja, não confiável (Roy et al., 2010). 
O terceiro parâmetro, o BS-Score (bind site socre) é usado para medir a confiabilidade 
de um sitio de ligação predito com sítios de ligação já resolvidos. Uma vez o BS-Score > 1,1 o 
sítio é considerado de confiança (Roy et al., 2010). 
4.2.11.2 Dicroísmo Circular (C.D.) 	  
O dicroísmo circular é uma ferramenta espectroscópica utilizada na avaliação de 
estruturas  de moléculas opticamente ativas, entre elas  proteínas, onde se mensura diferenças na 
absorção de luz circularmente polarizada à esquerda e à direita aplicada sob a molécula. O CD é 
um método considerado muito rápido na avaliação de estruturas secundárias em proteínas, 
sendo bastante descrita a sua utilização na avaliação do comportamento estrutural dessas 
moléculas frente diferentes condições como temperatura, pH e tampões entre outros (Corrêa e 
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Ramos, 2009).  
Utilizando uma cubeta de quartzo com 1 mm de caminho óptico, aplicamos 300 µL de 
proteína recombinante purificada com concentração entre 75 ng/µl e 150 ng/µl, sendo a medida 
do branco correspondente à 300 µL de tampão 20mM fosfato de sódio e 200mM NaCl sem a 
enzima. Utilizando o aparelho de espectropolarímetro (JASCO 810), foram tiradas 8 varreduras 
de espectro a 20 °C. Desta forma foi obtido um espectro de CD expresso em miligraus (mdeg, 
milidegrees). Os dados foram convertidos em elipticidade molar média ([θ]; grau.cm2.dmol-1),  
utilizando a fórmula abaixo, o qual pode ser comparados com outras proteínas. Para tanto foi 
utilizada a seguinte equação: 
 
sendo θ elipticidade observada em grau, M a massa molecular da proteína em Daltons, C 
a concentração em mg/mL, l o caminho óptico em cm, n o número de resíduos da proteína e 100 
é um fator de adequação das unidades. 
A técnica de CD foi utilizada também para a análise de estabilidade termica, desta forma 
permitindo o cálculo da temperatura de transição na fração desenovelada (Fd). O monitoramento 
da desnaturação foi realizado medindo-se a elipticidade a nm do ponto isodicróico. Desta forma, 
foram realizadas 8 medições para cada temperatura o qual variou de 20°C a 100°C, com 
intervalos de 2°C. Neste experimento foi usada a mesma cubeta com a proteína recombinante 
que foi usada para o experimento anterior. 
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4.3 Resultados 
4.3.1 Análise dos genes, clonagem, expressão e purificação 	  
Os genes escolhidos para análise funcional, descritos por Leonardo (2010) foram 
analisados in silico para parâmetros bioquímicos e biofísicos visando uma melhor descrição e 
predição de suas funções, além de auxiliar na escolha da melhor estratégia para a expressão 
heteróloga. Desta forma os genes: EG1Cg (Endo- β-1,4-glicosidase/GH 9), BG1Cg (β-1,4-
glicosidase/GH 1), Lam1Cg (Endo-β-1,3-glicosidase/GH 16), EX1Sim1Cg (Endo-β-1,4-
xilosidase/GH 10), CBH1Sim1Cg (Celobiohidrolase/GH 7), Lac1Cg (Lacase/oxidase) e 
Fae1Cg (carboxilesterase/esterase-lipase), foram analisados quanto aos domínios protéicos que 
possuem na plataforma do “Conserved Domains” sendo os parâmetros bioquímicos e biofísicos 
no ProtParam e para localização celular e glicosilação no CDS Predicter Server. 
A análise do gene EG1Cg no Conserved Domains e Pfam revelou a presença  do 
domínio conservado não específico GH 9 membro da super-familia “Glyco_Hydro_9” 
conforme visto na figura 4.1 Já o gene BG1Cg possui o domínio conservado BGL e é 
classificado no Pfam como membro da superfamília “Glyco_Hydro_1” (Fig. 4.2). O gene 
Lam1Cg possui o domínio conservado específico GH16-CFF sendo membro da super família 
“Glyco_Hydro_16” e os resíduos catalíticos situados entre os aminoácidos 160 e 165 (Fig. 4.3). 
EX1Sim1Cg revelou a presença do domínio não específico XynA sendo classificado 
como membro da superfamília “Glyco_Hydro_10” (Fig. 4.4). A Análise do gene CBH1Sim1Cg 
mostrou a presença do domínio específico GH7-CBH-EG pertencente a superfamília 
“Glyco_Hydro_7” com vários possíveis sítios ativos (ver em Fig. 4.5). Para os genes de 
proteínas acessórias a análise de C. Domains e PFam mostrou para Lac1Cg a presença dos 
domínios não específicos Cu-Oxidase e Cu-Oxidase-3 pertencente a superfamília COX2 (Fig. 
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4.6). A análise de Fae1Cg  revelou  a presença do domínio não específico Esterase-Lipase 
pertencente a superfamília “Esterase_lipase”, além da tríade catalítica no aminoácido 70 (Fig.  
4.7). 
Figura 4.1. Análise no Conserved Domains do gene EG1Cg. Não foi identificado um domínio específico. O 
gene foi classificado como membro da superfamília “Glyco_Hydro_9”. 
 
 
 
 
Figura 4.2. Análise no Conserved Domains do gene BG1Cg. Não foi identificado um domínio específico. O 
gene foi classificado como membro da superfamília “Glyco_Hydro_1”. 
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Figura 4.3. Análise no Conserved Domains do gene Lam1Cg. A figura mostra em vermelho negrito um 
domínio  específico e os  possíveis resíduos catalíticos. O gene foi classificado como membro da superfamília 
“Glyco_Hydro_16”. 
 
 
Figura 4.4. Análise no Conserved Domains do gene EX1Sim1Cg. Não foi identificado um domínio específico. 
O gene foi classificado como membro da superfamília “Glyco_Hydro_10”. 
 
 
Figura 4.5. Análise no Conserved Domains do gene CBH1Sim1Cg. A figura mostra em vermelho negrito um 
domínio  específico e os  possíveis sítios ativos. O gene foi classificado como membro da superfamília 
“Glyco_Hydro_7”. 
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Figura 4.6. Análise no Conserved Domains do gene Lac1Cg. Não foi identificado domínios específicos, mas 
sim dois domínios Cu-Oxidase e Cu-Oxidase-3. O gene foi classificado como membro da superfamília “COX2”. 
 
 
 
Figura 4.7. Análise no Conserved Domains do gene Fae1Cg. Não foi identificado domínio específico. O gene 
foi classificado como membro da superfamília “Esterase_lipase”. 
 
Os genes tiveram seus parâmetros bioquímicos e biofísicos analisados pela ferramenta 
ProtParam quanto ao números de resíduos, peso molecular, ponto isoelétrico, número de 
resíduos de cisteína, coeficiente de extinção molar, tempo de meia vida, índex de estabilidade e 
índice de hidrofobicidade (GRAVY). Esse dados foram gerado a partir da sequencia clonada 
traduzida em aminoácidos com a adição do segmento do vector pET28a que é traduzido. Os 
dados estão dispostos na tabela 4.2.  
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Deste modo o gene que produz uma proteína com a maior quantidade de resíduos foi 
BGCg1 com uma possível proteína recombinante de 498 resíduos e um peso molecular de 56,6 
kDa. As possíveis proteínas com maior numero de cisteínas (formadores de ponte di-sulfeto) 
foram CBH1Sim1Cg com 18 resíduos seguido por Lac1Cg  com 15 resíduos. A proteína predita 
com maior índice de estabilidade e com menor índice de hidrofobicidade (GRAVY) foi 
Lam1Cg com as medidas de 35,31 para Índex I. e - 0,601 de GRAVY. Os dados indicam que 
todas as possíveis proteínas recombinantes são estáveis, com o tempo de vida  de > 10 horas em 
células de E.coli e hidrofílicas. 
Tabela 4.2. Paramentos Bioquímicos e Biofísicos das possíveis proteínas recombinantes de 
Coptotermes gestroi analisados no ProtParam. 
Gene Nº de aa. P.M.  (kDa) P.I. 
Nº de 
Cis 
Coef. 
Ext. Molar 
Meia Vida 
(E.coli) 
Índex 
I. GRAVY 
EG1Cg 452 49,7 5,2 2 98335 > 10 h 24.45 - 0,500 
BG1Cg 498 56,6 4,96 2 110365 > 10 h 34,62 - 0,480 
Lam1Cg 340 39,5 5,00 2 137975 > 10 h 35.31 - 0,680 
Lac1Cg 437 48,4 6,03 15 87165 > 10 h 32.16 - 0,259 
Fae1Cg 182 20,4 6,0 0 35410 > 10 h 31.56 - 0,549 
CBH1Sim1Cg 451 48,9 4,82 18 80425 > 10 h 27.39 - 0,552 
EX1Cg 317 34,5 5.8 3 92025 > 10 h 33.29 - 0,301 
Legenda: aa.= aminoácidos; P.M. = peso molecular; Cis=cisteínas; Coef. Ext. Molar = Coeficiente de 
extinção molar;  Índex. 
  
Os genes foram analisados quanto a presença de peptídeo sinal, sinal de secreção e 
glicosilação através das ferramentas do SignalP, SecretomeP e DictyOGlyc/YinOYang 
respectivamente. As sequencias utilizadas foram as dos genes inteiros (não os clonados) sendo 
os dados dispostos na tabela 4.3. Esse tipo de análise é importante pois sugere possíveis locais 
de atuação para esses genes. Os dados demonstram que a maioria dos genes possuem peptídeo 
sinal com exceção de Fae1Cg e EX1Sim1Cg. A análise de secreção se utiliza de predições de 
vários padrões de modificações pós-traducionais e estrutura secundária, sempre comparando 
com sequencias homólogas que possuem dados funcionais. Deste modo as possíveis enzimas 
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foram analisadas e todas foram classificadas como potencialmente secretadas, onde  obtiveram 
o índice (NN-Score) maior que 0.5. 
A análise de glicosilação revelou  que todas as enzimas possuem sítios de glicosilação 
preditos em pelo menos um dos parâmetros analisado  (de proteínas possivelmente secretadas 
ou de proteínas intracelulares). As enzimas de simbionte são descritas por atuarem também em 
regiões intracelulares do protozoário, em fagossomos (Brune e Ohkuma, 2010), por esse motivo 
muitos sítios de glicosilação foram preditos para estas enzimas. 
Tabela 4.3. Análise de peptídeo sinal e de secreção das possíveis proteínas recombinantes de 
Coptotermes gestroi analisados no SignalP e SecretomeP. 
Gene Peptídeo Sinal          (Score > 0,1) 
Sinal de Secreção         
(NN-Score > 0,5) 
Números de sítios de             
O-α=GlcNAc  & O-ß-GlcNAc  
EG1Cg 0,98 0,676 1 & 5 
BG1Cg 0,999 0,576 1 & 6 
Lam1Cg 0,575 0,624 0 & 7 
Lac1Cg 0.714 0,645 1 & 5 
Fae1Cg 0 0,624 1 & 5 
CBH1Sim1Cg 0,388 0,651 0 & 14 
EX1Cg 0 0,72 1 & 16 
 
Uma vez analisada as predições de características bioquímicas e biofísicas das possíveis 
enzimas escolhidas para análise funcional, foi iniciado o processo de clonagem e expressão 
heteróloga do genes. Para isto foi necessário a coleta de operários de Coptotermes gestroi  nas 
colônias mantidas no laboratório, seguido da extração de RNA, transcrição do cDNA e 
amplificação dos genes alvos. 
O RNA foi extraído em réplicas utilizando o reagente TRIzol® sendo lavado com 
clorofórmio e purificado com o auxílio dos Kit RNAeasy mini kit (Qiagen). Para avaliar a 
qualidade e a integridade do RNA, o mesmo foi avaliado em eletroforese em gel de agarose 1,2 
% corado com brometo de etídio. A figura 4.8 revela a qualidade do RNA extraído, mostrando 
bandas definidas  e com pouco arraste na corrida, o que indica pouca degradação do ácido 
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ribonucléico.  
 
 
 
 
 
Figura 4.8 Análise de qualidade do RNA de operários de C. gestroi. 
Após a verificação de qualidade do RNA, o mesmo foi submetido a uma síntese de DNA 
complementar (cDNA) de fita simples, através de uma reação enzimática utilizando 
transcriptase reversa e um iniciador  que anela na região poli-A dos RNA. Uma vez a reação 
realizada, o cDNA resultante foi submetido a uma reação de PCR simples utilizando um par de 
iniciadores para o gene da ß-actina (controle endógeno) de C. gestroi (Leonardo, 2010) BACF 
5’- GTTGTCAAATGTAATCCATCC-3’ e BACR 5’- CTGACGTACTGTCGCCTGT -3’.
 Esta abordagem se faz necessária para verificar a integridade do cDNA e para avaliar se a 
transcrição foi realizada com sucesso. A figura 4.9 ilustra o resultado do PCR de verificação da 
qualidade do cDNA sintetizado. A figura mostra uma banda amplificada em cerca de 130 pb, 
com formas definidas e sem rastro, confirmando a sua qualidade. 
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Figura 4.9. Análise de qualidade do cDNA de operários de C. gestroi. O cDNA 
foi usado para amplificação de um trecho do gene da ß-actina de C.gestroi com 
cerca de 130 pares de base. M=marcador RNA 100bp-10bp. 
 
Uma vez confirmada a integridade do cDNA, foram efetuado as reações de amplificação 
dos genes alvos para posterior clonagem e expressão heteróloga. As amplificações foram 
realizadas conforme descrito no material e métodos usando  uma DNA polimerase de alta 
fidelidade (Taq Phusion® - Biolabs), sendo fator crucial para a amplificação dos genes. Os 
resultados obtidos da amplificação estão expostos  na figura 4.10. Foram amplificados com 
sucesso os genes: EG1Cg, BG1Cg, Lam1Cg, Lac1Cg, Fae1Cg e EX1Sim1Cg. 
O tamanho do amplicom esperado para EG1Cg foi de 1299 pb, para BG1Cg de 1437 pb, 
Lam1Cg com  963 pb, Lac1Cg com 1254 pb,  de 486 pb para Fae1Cg e para EX1Sim1Cg cerca 
de 891 pb. A figura 4.3.1-X mostrou que o padrão esperado foi evidenciado para todos os genes 
amplificados com a exceção para Lac1Cg  onde a figura mostra cerca de ~1600 pb. 
O gene CBH1Sim1Cg não foi amplificado, sendo o mesmo submetido a todos os 
protocolos de PCR touchdown descritos no materiais e métodos. Uma análise posterior 
detalhada na montagem do contig construído revelou que, apesar de uma região de homologia 
entre dois contigs primários, o contig resultante não era real (análise não mostrada). Deste modo 
os dois contigs primários foram reconstruídos com as sequencias originais (reads), sendo 
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observados duas CBH diferentes. Em um outro momento essas enzimas serão caracterizadas 
funcionalmente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.10. Análise do produto de PCR TouchDown para os genes escolhidos. M = 
marcador de peso molecular em pb (pares de base). Linhas A= Lac1Cg; B= EX1Sim1Cg; 
C=Fae1Cg; D=Lam1Cg; E= EG1Cg; F= BG1Cg. 
 
Para clonagem e seqüenciamento dos genes escolhidos, as bandas dos géis 
correspondente ao tamanho em pares de bases para cada gene, foram recortadas e purificadas. O 
DNA eluído foi clonado no plasmídeo pGEM, sendo propagado em células DH5α. A análises 
de seqüenciamentos, das “pontas” de cada  gene clonado,  confirmaram a amplificação dos 
genes alvos, inclusive para Lac1Cg. 
Confirmado a amplificação e a clonagem dos genes alvos, iniciou-se a clonagem do 
produto de PCR em vetor de expressão pET28a. Desse modo, os produtos dos genes EG1Cg, 
BG1Cg, Lam1Cg, Fae1Cg e EX1Sim1Cg foram digeridos com as endonucleases NHEI e 
BamHI gerando pontas coesivas  capazes de se ligar ao vector pET28a previamente digerido 
com as mesmas enzimas. À mesma abordagem foi submetido o produto do gene Lac1Cg, sendo 
!"#$%
&$$$%
!$$$%
'#$%
"#$%
#$$%
($$%
)$$%
%%%%% *%
%%%%% +%
%%%%% ,%
%%%%% -%
%%%%% -%
!"#$%
&$$$%
!$$$%
'#$%
"#$%
%%%%% .% %%%%% /%
%%%%% -%
!"#$%
&$$$%
!$$$%
'#$%
%%%%% 0%
	  	  
 106	  
digerido com as enzimas NheI no primeiro momento e no segundo momento com SalI. Quando 
verificado a integridade dos insertos digeridos notou-se que o produto do gene Lac1Cg após a 
digestão com SalI possuía um tamanho menor que o esperado (cerca de duas bandas, uma 700 
pb e outra 900 pb) indicando que o produto do PCR possui sitio de restrição interno (dados não 
mostrados). 
Apesar da análise dos genes escolhidos no NEB-Cutter indicarem que o gene para 
Lacase, Lac1Cg, não possuía sitio de restrição para SalI, o resultado inesperado pode se 
explicado pelo fato do gene amplificado possuir ~1600 pb ao contrario do esperado com cerca 
de 1254 pb. Esse gene amplificado e confirmado como possivelmente Lac1Cg, pode ser produto 
de splicing alternativo do gene ou uma isoforma diferente, possuindo sitio de clivagem para 
SalI. Desta forma não foi possível concluir a clonagem de Lac1Cg. 
O próximo passo foi a ligação dos genes no vector pET28a e transformação em célula 
DH5α para confirmar a construção do geneCg-pET28a. Todos os genes tiveram suas 
construções confirmadas por seqüenciamento, deste modo permitindo a transformação dos 
mesmos em células de expressão para posterior expressão heteróloga. Assim, as construções 
foram primeiramente transformadas em células Rosetta2 sem eficiência de transformação. 
Diante deste resultado, os genes foram transformados em ArcticExpress DE3 seguindo o 
protocolo de transformação descrito no material e métodos. Após o crescimento das colônias a 
transformação  das construções foram confirmadas por PCR de colônia com os primers T7F e 
T7R. O resultado para o PCR de colônia esta exposto na figura 4.11. 
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Figura 4.11. Análise do produto de PCR de colônia  para as construções dos geneCg-
pET28a. M = marcador de peso molecular Invitrogen em pb (pares de base). Linhas A= 
EG1Cg; B= EX1Sim1Cg; C=Lam1Cg; D=BG1Cg; E= Fae1Cg. 
 
O PCR de colônias de ArcticExpress DE3 transformados com os genes escolhidos 
confirmou a transformação das construções na célula de expressão, deste modo seguindo-se 
com a expressão heteróloga em baixa temperaturas. A expressão em sistema ArcticExpress foi 
escolhido como segunda opção de cepa em razão do sistema conter um plasmídeo que expressa 
chaperonas que auxiliam em um enovelamento correto das proteínas recombinantes, 
principalmente proteínas derivadas de genes de organismos eucarióticos tal como nossas 
construções. 
Deste modo, células de ArcticExpress DE3 transformadas com as construções geneCg-
pET28a, foram inoculadas como teste inicial em 50 mL de  cultura, crescidas por 3 horas a 30 
ºC e 200 RPM e induzidas com 1mM de IPTG na concentração final a 12 ºC por 20 horas a 200 
RPM. A expressão foi acompanhadas com retiradas de alíquotas com tempo zero e tempo 24 
horas para realização de SDS-PAGE que confirmou a expressão das proteínas recombinantes, 
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no peso molecular esperado, não havendo truncamento  da proteína (dados não mostrados).  
Desta forma, as células foram lisadas sendo a fração solúvel do lisado e a fração insolúvel 
analisados por SDS-PAGE. 
As figuras 4.12 e 4.13 mostram as frações solúveis (L) e insolúveis (P) das expressões 
na cepa ArcticExpress. A enzima recombinante BG1Cg mostrou ser solúvel, o qual foi 
confirmada pela atividade enzimática, incubando a fração solúvel do lisado com pNP-G como 
substrato. A enzima EG1Cg  mostrou-se parcialmente solúvel e sua atividade enzimática foi 
confirmada incubando sua fração solúvel com os substratos ß-glucano e CMC. Outra enzima 
parcialmente solúvel foi EX1Sim1Cg, porém não foram detectadas atividades enzimáticas nos 
seguintes substratos: xilana de Oat Spelt, xilana de madeira Birch e arabinoxilano. As demais 
enzimas Lam1Cg e Fae1Cg se mostraram insolúveis.  
Em uma tentativa de melhorar a expressão  das enzimas parcialmente solúveis e das 
insolúveis, diversas condições  de cultivo foram mudadas tais como: indução com 0,1 mM de 
IPTG na concentração final a 12 ºC e a 10 ºC sem sucesso. Outras cepas foram  utilizadas, tais 
como Origami2 (para permitir pontes di-sufelto), BL21 Gold e novamente em Rosetta2 (com 
plasmídeo que confere a tradução de códons raros), em diversas condições de cultivo descritos 
no material e métodos, e todos elas não obtiveram sucesso em melhorar a solubilidade e o 
rendimento protéico. Em BL21 Gold e em Origami2 não foram constatadas bandas de 
expressão (dados não mostrados). 
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Figura 4.12. Análise de SDS-PAGE das frações solúvel e insolúvel da 
expresssão de geneCg-pET28a  em ArcticExpress DE3. Gel de poliacrilamida 
12%. (M) Ladder ThermoScience, (A) EG1Cg ~ 50 kDa, (B) EX1Sim1Cg ~ 30 
kDa, (C) Lam1Cg ~ 42 kDa. L = fração solúvel (lisado) e  P = fração insolúvel 
(pelete). As caixas vermelhas detalham as bandas de expressão. 
 
                       
Figura 4.13. Análise de SDS-PAGE das frações solúvel e 
insolúvel da expresssão de geneCg-pET28a  em 
ArcticExpress DE3. Gel de poliacrilamida 12%. (M) Ladder 
ThermoScience, (A) BG1Cg ~ 50 kDa, (B) Fae1Cg ~ 30 kDa. 
L = fração solúvel (lisado) e  P = fração insolúvel (pelete). As 
caixas vermelhas detalham as bandas de expressão. 
 
Desta forma, as enzimas solúveis e ativas EG1Cg e BG1Cg foram também submetidas a 
expressão em larga escala em Arctic Express (500 mL de cultivo) visando um maior quantidade 
de proteína. A fração solúvel resultante da expressão de cada enzima (cerca de 50 mL) foi 
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submetida a passos cromatográficos visando a obtenção de proteínas com o maior grau de 
pureza possível, o qual é um pré-requisito para uma caracterização biofísica de qualidade e 
conseqüentemente permitindo uma caracterização bioquímica mais precisa. Assim EG1Cg e 
BG1Cg  foram purificadas por cromatografia de afinidade  em matriz de Níquel (Ni2+) (IMAC), 
no qual o HisTag-N-terminal da proteína recombinante é ligado a matriz  da coluna HisTrap 
sendo eluído posteriormente em um gradiente de concentração de 50 % de tampão com 500 
mM de Imidazol.  
As frações eluídas que possuíam picos cromatográficos > 100 mAU foram submetidas a 
atividade enzimáticas contra ß-glucana (para EG1Cg) e pNP-G (para BG1Cg). Uma vez 
observada a atividade, as frações foram concentradas, diálisadas (para retirada do Imidazol) 
contra tampão de filtração em gel e novamente concentradas em VivaSpin (GE) 10 kDa. A 
figura 4.14 mostra a análise de SDS-PAGE feita com o concentrado (> 10 kDa) das frações que 
tiveram atividades enzimáticas positivas correspondente para seu substrato. A análise do gel  
mostrou uma banda forte em torno de 50 kDa para EG1Cg e  55 kDa para BG1Cg, não estando 
totalmente puras, fazendo-se necessários passos cromatográficos  adicionais para uma melhor 
purificação.  
Sendo assim, as enzimas EG1Cg e BG1Cg já diálisadas e concentradas foram 
submetidas a cromatografia de filtração em gel (F.G.) em coluna Superdex-17 10/300 GL 
visando sua purificação. A cromatografia foi realizada com uma eluição de 1,5 Volume de  
Coluna (VC), sendo que as frações recolhidas que possuíam picos cromatográficos > 20 mAU, 
foram submetidas a atividades enzimáticas como descrito acima após o IMAC. As frações com 
atividade foram concentradas em VivaSpin (> 10 kDa) e submetidas a análise de SDS-PAGE. 
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Figura 4.14. Análise de SDS-PAGE das frações de 
IMAC concentradas. O Gel de poliacrilamida 12% 
mostra a proteínas recombinante concentrada de 
frações com atividades enzimáticas correspondentes. 
(M) Ladder ThermoScience, (1) EG1Cg ~ 50 kDa, 
(2) BG1Cg ~ 55 kDa.  
 
A figura 4.15 mostra SDS-PAGE  do concentrado das frações de filtração em gel que 
possuíam atividade enzimática. A análise em gel de poliacrilamida 12 % revelou um grau de 
pureza satisfatório tanto para EG1Cg e BG1Cg, possibilitando o uso das duas enzimas para 
caracterização bioquímica e biofísica.  
O rendimento de proteína pura variou entre as duas enzimas. Para 500 mL de cultura de 
expressão de BG1Cg cerca de 500 ng/µL ou 0,5 mg/mL de enzima pura foi obtido em um 
volume máximo de 500 µL. O rendimento  de 500 mL de cultura de expressão de EG1Cg foi de 
200 ng/µL ou 0,2 mg/mL em um volume máximo também de 500 µL. Este rendimento é 
considerado muito bom, uma vez que expressamos em célula procariótica genes de insetos. 
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Figura 4.15. Análise de SDS-PAGE das 
frações de filtração em gel concentradas. O 
Gel de poliacrilamida 12% mostra a proteínas 
recombinante concentrada de frações com 
atividades enzimáticas correspondentes 
purificadas. (M) Ladder ThermoScience, (1) 
EG1Cg ~ 50 kDa, (2) BG1Cg ~ 55 kDa.  
 
 
As enzimas puras foram guardadas  a 12 ºC em geladeira em tampão de gel filtração em  
alíquotas de 100 µL até o uso na caracterização bioquímica e biofísica. 
4.3.2 Caracterização bioquímica de EG1Cg  e BG1Cg.  	  
As enzimas recombinantes EG1Cg e BG1Cg  produzidas em E.coli foram caracterizadas 
bioquimicamente através de quatro ensaios bioquímicos: o de painel de substratos, pH ótimo, 
temperatura ótima e cinética enzimática. Para uma melhor interpretação, os dados  foram 
separados por enzimas. 
 A proteína EG1Cg foi  avaliada quanto a capacidade em hidrolisar diferentes ligações 
glicosídicas através do ensaio de painel de substratos. Neste ensaio, EG1Cg (11 ng/µL) foi 
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incubada com os seguintes substratos: xiloglucano (XG), ß-glucano (BG), laminarina (LAM), 
carboximetilcelulose (CMC), amido (PST), liquenana (LIC), quitosana (CHI), konjac 
glucomanano (GLUM), galactomanana (GALM), Manana (MAN), xilana de madeira birch (XB 
ou XBW), xilana de Oat Spelt (XOS), Arabinoxilano (AX), arabinana desramificada (DA), 
arabinano de Lariço (LA), arabinano linear (LIA) e pectina (PEC). 
A figura 4.16 ilustra os resultados do ensaio contra diversos substratos polissacarídicos. 
EG1Cg foi capaz de hidrolisar com maior atividade os substratos ß-glucano seguido de 
glucomanana, liquenana e CMC. Esses substratos possuem ligações ß-1,4 entre as glicoses 
formadoras do polímero, logo se espera atividades contra estes substratos. EG1Cg não  foi 
capaz de hidrolisar  outros substrato com glicose na cadeia principal como a laminarina. Isto se 
deve ao fato de que laminarina possui apenas ligações ß-1,3 e ß-1,6 entre as glicoses. Aliado a 
isso EG1Cg também não foi capaz de hidrolisar outras ligações glicosídicas encontradas em 
hemiceluloses como xilanas, arabinoxilana e arabinanas evidenciando a sua especificidade em 
ligações do tipo ß-1,4. 
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Figura 4.16. Atividade enzimática  de EG1Cg contra diversos substratos 
polissacarídicos. 
 
EG1Cg também foi submetida ao ensaio de pH ótimo. A figura 4.17 mostra o pH 6,0 
como o ótimo de atividade enzimática utilizando ß-glucano e EG1Cg a 11 ng/µL como 
substrato. No pH 3 a atividade enzimática é quase inexistente e no pH 8 a atividade é reduzida 
em cerca de 45 %.  
 
 
  
 
 
Figura 4.17. Efeito do pH sobre a atividade de EG1Cg. 
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O ensaio de temperatura ótima, utilizando EG1Cg a 11 ng/µL e ß-glucano como 
substrato, mostrou a maior atividade enzimática em 51 ºC (Fig. 4.18). À temperatura ambiente 
de 30 ºC (geralmente onde o animal vive em regiões tropicais) a atividade enzimática é de 
cerca de 30 % do ótimo. À altas temperaturas  como 70 ºC e 80º  a enzima ainda mantém cerca 
de 10 % de sua atividade ótima. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.18. Efeito da temperatura sobre a atividade 
enzimática de EG1Cg. 
 
Parâmetros cinéticos foram avaliados para EG1Cg (15 ng/µL) a partir de ensaio 
utilizando concentrações de ß-glucano de 0,02 % a 1% na reação. Desta forma os parâmetros 
determinados foram: Km de 2.76 (mg/mL) (± 0.49); Vmax (µmol/min/mg) de 303.10 ± 18.41; 
Kcat (s-1) de 251.08 e Kcat/Km  de 91.14. A figura 4.19 exibe a curva de cinética enzimática de 
EG1Cg evidenciando o padrão de Michaellis-Menten com um R2  de 0,98. 
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Figura 4.19. Efeito da concentração de substrato 
sobre a cinética reacional de EG1Cg. 
 
A análise por eletroforese capilar dos produtos hidrolíticos gerados pela ação de 
EG1Cg, em oligossacarídeos marcados com APTS, revelou um típico padrão de Endo-ß-1,4-
glicosidase. Como ilustrado na figura 4.20 os produtos gerados da hidrólise de celohexaose 
(C6) foi celotriose (C3) e produto  gerado da hidrólise de celopentose (C5) foi também 
celotriose (C3). EG1Cg não foi capaz de hidrolisar celotetraose (C4). Não foram identificados 
produtos de hidrólise utilizando xilohexaose (X6), arabinohexaose (A6) e laminohexaose (L6) 
como substratos (dados não mostrado). 
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Figura 4.20. Eletroforese capilar de oligossacarídeos marcados com APTS. (A) Ausência de 
hidrólise  enzimática  de EG1Cg contra celotetrose. (B) Hidrólise enzimática incompleta de EG1Cg 
contra celopentaose gerando como principal produto celotriose (típica endo-glucanse). (C) Hidrólise 
enzimática completa de EG1Cg contra celohexaose gerando como principal produto celotriose. As 
setas em vermelho indicam o local de quebra da cadeia polimérica pela enzima recombinante. 
 
A proteína recombinante BG1Cg também teve sua caracterização bioquímica realizada 
tal como EG1Cg. Desta forma, BG1Cg (11 ng/µL) foi submetida ao ensaio de painel de 
substratos visando identificar outras ligações glicosídicas a qual a enzima é capaz de clivar, 
além do tipo ß-1,4 já observada em atividades contra pNP-G. Conforme descrito na figura 4.21, 
BG1Cg foi capaz de hidrolisar ligações do tipo ß-1,4 em CMC e ligações ß-1,6 de laminarina 
(ß-1,3:1,6 - 3:1). Como não foi observado hidrólise em ß-glucano de trigo e liquenana (ambos 
ß-1,3:1,4 em proporções desconhecidas) sugerimos que BG1Cg é capaz de hidrolisar ligações  
ß-1,4 e ß-1,6. 
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Figura 4.21. Atividade enzimática  de EG1Cg contra diversos 
substratos polissacarídicos. 
 
BG1Cg (11 ng/µL) também foi submetida ao ensaio de efeito do pH na atividade ótima 
da enzima a 37ºC. A figura 4.22 mostra o pH 5,0 como o ótimo de atividade enzimática 
utilizando pNP-G como substrato. No pH 2,5 e pH 8 a atividade enzimática é quase inexistente, 
sendo menos de 1 % da atividade ótima em pH2,5. 
 
 
 
Figura 4.22. Efeito do pH sobre a atividade de BG1Cg. 
O ensaio de temperatura ótima, utilizando BG1Cg a 10 ng/µL e pNP-G como substrato, 
mostrou a maior atividade enzimática em torno de 56 ºC (Fig. 4.23). À temperatura ambiente 
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de 30 ºC a atividade enzimática é de cerca de 50 % do ótimo da atividade. À altas temperaturas 
(80 ºC e 95º ) a enzima mantém cerca de menos de 10 % de sua atividade ótima. 
  
  
 
 
 
 
 
Figura 4.23. Efeito da temperatura sobre a atividade 
enzimática de BG1Cg. 
 
Os parâmetros cinéticos de BG1Cg (2 ng/µL) foram determinados utilizando 
concentrações de 0 a 18 mM de pNP-G. Os parâmetros obtidos foram: Km (mg/mL) de 1.59 (± 
0.12); Vmax de 60.55  (µmol/min/mg) (± 1.12); Kcat (s-1) de 57.19 e Kcat/Km  de 35.99. Na figura 
4.24 está ilustrada a curva de cinética enzimática de BG1Cg evidenciando o padrão de 
Michaellis-Menten com um R2  de 0,96. 
 
 
Figura 4.24. Efeito da concentração de substrato sobre a cinética 
reacional de BG1Cg. 
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O padrão de hidrólise enzimática de BG1Cg foi observado por eletroforese capilar a 
partir da análise de oligossacarídeos marcados com APTS oriundo do produto hidrolítico da 
enzima. Desta forma, o ensaio revelou que BG1Cg possui um típico padrão de ß-1,4-
glicosidase.  A  figura 4.25 ilustra o padrão de produtos gerados na hidrolise completa e 
incompleta de celobiose  e celohexaose marcadas com APTS. O produto gerado pela hidrólise 
incompleta de celobiose (C2) foi glicose (C1); os produtos gerados pela hidrólise  incompleta 
de celohexaose (C6) foram celopentose (C5), celotetraose (C4), celotriose (C3) e celobiose 
(C2). Os produtos gerados pela hidrólise completa de  C6 foram C2 e C1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.25. Eletroforese capilar de oligossacarídeos marcados com APTS. (A) 
Hidrólise enzimática incompleta de BG1Cg contra celobiose gerando glicose (C1). (B) 
Hidrólise enzimática incompleta de BG1Cg contra celohexaose gerando como 
produtos celopentose (C5), celotetraose (C4), celotriose (C3) e celobiose (C2) como 
típica ß-glucanse, e hidrólise enzimática completa de BG1Cg contra celohexaose 
gerando como pri produtos celobiose (C3) e glicose (C1). As setas em vermelho 
indicam o local de quebra da cadeia polimérica pela enzima recombinante. 
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4.3.3 Predição estrutural e caracterização biofísica de EG1Cg  e BG1Cg. 	  
Após a caracterização bioquímica foi realizada a predição estrutural e a caracterização 
biofísica de EG1Cg e BG1Cg. As análises iniciaram com predições de estruturas tri-
dimensional de cada enzima na plataforma do I-TASSER e posteriormente foram realizados as 
análises de dicroísmo circular. 
Desta forma a estrutura tridimensional de EG1Cg  foi predita  sendo ilustrada na figura 
4.26-A e 4.26-B. A estrutura obteve um C-Score elevado de 1,73 e o TM-Score de 0.96 (±0.05)  
tendo um resolução 3.4 (±2.4) Å. A estrutura é formada principalmente por estrutura secundária 
do tipo α-hélice contendo  apenas duas regiões de folha-ß (Fig. 4.26-IB). 	  	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Figura 4.26. Predição de estrutura tridimensional de EG1Cg. (A) Predição do 
tipo foguete mostrando estruturas α-hélice predominantes. (B) Predição em tiras 
destacando estruturas secundárias. Em vermelho estruturas do tipo α-hélice e em 
amarelo estrutura do tipo folha-ß. 	  
A predição de superfície foi realizada ilustrando a superfície acessível ao solvente (SDW 
- 1.4 Å) (Fig. 4.27-A). Outra predição realizada foi a de similaridade com estruturas resolvidas 
no PDB (Fig. 4.27-B). A proteína com maior similaridade foi EG1Nt pertencente ao cupim 
inferior Nasutitermes takasagoensis (UniProt O77044) no qual o TM-Score foi 0,995 com 
100% de alinhamento da proteína. Isso nos permite sugerir que EG1Cg é classificada como uma 
!" #"
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proteína do tipo barril alpha-alpha(6) sendo o enovelamento típico da família GH9 do banco do 
CAZy (Khademi et al., 2002).  
Na figura 4.27B a linha em lilás é correspondente ao traçado de EG1Nt, porém  os sítios 
catalíticos não foram preditos. Entretanto analisando o alinhamento das duas proteínas  os 
resíduos catalíticos básicos Asp54 e Asp57 e o ácido/base Glu412 de EG1Nt estão conservados 
(Khademi et al., 2002) estão conservados em EG1Cg (Fig. 4.28) nas posições Asp53 e Asp56 e 
Glu411 devido deleção do primeiro aminoácido da sequencia de EG1Cg submetida para a 
predição.  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.27. Predição da superfície molecular de EG1Cg e predição de 
similaridade com EG1Nt. (A) Predição do tipo superfície acessível ao solvente. SDW - 
1.4 Å. (B) Predição em fitas de EG1Cg sobrepondo o traçado da estrutura  de EG1Nt em 
lilás. O traçado é bastante semelhante assegurando a qualidade da predição estrutural.  	  	  	  	  	  	  	  	  
!"#"
	  	  
 123	  
	  	  
Figura 4.28. Alinhamento entre EG1Cg e EG1Nt (1ksdA). Os resíduos  catalíticos básico 
Asp53 e Asp56 (D - região achurada em laranja)  e o ácido/básico Glu411 (E - resíduo achurada 
em laranja) estão conservados.	  	  
EG1Cg também  teve sua predição estabelecida para alguns potenciais ligantes.  No total 
4 sítios de ligantes foram preditos com confiança. A figura 4.29 ilustra em detalhes os sítios dos 
ligantes. Com o BS-Score de 1,62 e TM-Score de 0,995 em (A) é ilustrado a predição do sitio 
de ligação de uma molécula de cálcio (Ca2+) no quais os resíduos 209, 212, 213, 253 e 254 
participam da interação. Em B é predito o sitio de ligação de uma celotetraose a EG1Cg com 
BS-Score de 1,60 e TM-Score de 0,956. Os resíduos que participam da interação são os 53, 54, 
56, 60, 123, 204, 205, 252, 253, 254, 300, 304, 305, 411 e 416 nos quais os resíduos catalíticos 
participam da interação. 
Outros ligantes preditos com confiança,no qual em C uma molécula de celobiose é 
ligante de EG1Cg com BS-scores de 1,49 e TM-Score de 0,956 tendo os resíduos de ligação  
preditos 122, 358, 360, 407 e 411. Com o TM-Score de 0.952 e BS-Scores de 1.79  um sitio de 
ligação de glicerol foi predito  em Eg1Cg nos resíduos 21, 22, 48, 49, 104. 
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Figura 4.29. Predição de sítios de ligantes na estrutura tridimensional de EG1Cg. Predições de 
sitios de ligação de Ca2+(A) aos resíduos 209, 212, 213, 253 e 254; de celotetraose (B) aos resíduos 
53, 54, 56, 60, 123, 204, 205, 252, 253, 254, 300, 304, 305, 411 e 416; celobiose (C) nos resíduos 
122, 358, 360, 407 e 411 e glicerol (D) com os resíduos 21,22,48,49,104. 
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O mesmo tipo de predições estruturais foram realizadas pra BG1Cg. Desta forma a 
estrutura tridimensional de BG1Cg foi predita sendo ilustrada na figura 4.30-A 4.30-B. A 
estrutura obteve um C-score - 0,34 e o TM-Score de 0.67 (±0.13)  tendo um resolução 8.1 
(±4.4Å). 
A estrutura é formada por estruturas secundárias do tipo α-hélice e folha-ß (Fig. 4.30-B). 
A predição de superfície molecular foi realizada ilustrando a superfície acessível ao solvente 
(SDW - 1.4 Å) (Fig. 4.31-A). Outra predição realizada foi a de similaridade com estruturas 
resolvidas no PDB (Fig. 4.31-B). A proteína com maior similaridade foi BG1Nk pertencente ao 
cupim inferior Neotermes koshunensi (UniProt Q8T0W7) no qual o TM-Score foi 0,946 com 
94,8 % de alinhamento da proteína.  
Deste modo, essas inferências nos permite sugerir que BG1Cg é classificada como uma 
proteína do tipo barril-TIM (alpha-beta)(8) sendo o enovelamento típico da família GH1 do 
banco de dados do CAZy (Jeng et al., 2011). Na figura 4.31-B a linha em lilás é correspondente 
ao traçado de EG1Nk, porém os sítios catalíticos não foram preditos. Contudo, analisando o 
alinhamento das duas proteínas os resíduos catalíticos básico Glu193 e o ácido/base Glu402 
(Jeng et al., 2011) estão conservados em EG1Cg (Fig. 4.32).  
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Figura 4.30. Predição de estrutura tridimensional de BG1Cg. (A) Predição do tipo 
foguete mostrando estruturas α-hélice e folha-ß. (B) Predição em tiras destacando 
estruturas secundárias. Em vermelho estruturas do tipo α-hélice e em amarelo 
estrutura do tipo folha-ß.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.31. Predição da superfície molecular de BG1Cg e predição de similaridade com 
BG1Nk. (A) Predição do tipo superfície acessível ao solvente. SDW - 1.4 Å. (B) Predição em 
fitas de BG1Cg sobrepondo o traçado da estrutura de BG1Nk em lilás. O traçado é bastante 
semelhante assegurando a qualidade da predição estrutural.  
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Figura 4.32. Alinhamento entre BG1Cg e BG1Nk (3ahzA). Os resíduos  catalíticos 
básico Glu193 (E - região achurada em laranja)  e o ácido/básico Glu402 (E - resíduo 
achurada em laranja). 	  	  
Predições de sítios de potenciais ligantes a BG1Cg também foram identificados. A 
figura 4.33 ilustra em detalhes os sítios de ligação de dois açúcares diferentes GLC (α-D-
glicose) e BGP (ß-galactose-6-fosofato). Com o BS-Score de 1,33 e TM-Score de 0,874, o sitio 
de ligação para uma molécula GLC é revelado (Fig.4.33-A), nos quais os resíduos 148, 192, 
193, 196, 337, 375, 402, 444, 451, 453 e 460 interagem com o ligante. Na figura 4.33-B, o sítio 
de ligação a uma molécula de BGP é ilustrado. Os resíduos que participam da interação são 45, 
148, 149, 192, 193, 335, 337, 444, 451, 452, 458 e 460, os quais foram preditos com BS-Score 
de 1,39 e TM-Score de 0,847.  Nota-se a participação dos resíduos catalíticos E193 e E402 na 
ligação a GLC e somente o resíduo E193 interagindo com BGP. 
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Figura 4.33. Predição de sítios de ligantes na estrutura tridimensional de BG1Cg.  Predições de 
sitios de ligação de GLC 148, 192, 193, 196, 337, 375, 402, 444, 451, 453 e 460 em A e de BGP os 
resíduos 45, 148, 149, 192, 193, 335, 337, 444, 451, 452, 458 e 460 em B. 
 
 
Seguindo com as análises biofísicas, investigamos o conteúdo de estruturas secundárias 
e estabilidade térmica de EG1Cg e BG1Cg  pela técnica de dicroísmo circular visando entender 
características que influenciam na atividade enzimática e de dados que possam tornar a predição 
de estrutura tridimensional descrita acima mais confiáveis. Os dados gerados pelo 
espectropolarímetro  foram tratados através do programa Oring8 e usados para a construção do 
gráfico de desnaturação térmica e temperatura de transição. 
A análise de espectroscopia de EG1Cg mostrou a 20 ºC uma banda positiva com θ 
(elipticidade) máxima entre 14000 θ e 15000 θ e uma banda negativa bastante acentuada em 
aproximadamente 208 nm (Fig. 4.34-A) caracterizando uma típica estrutura secundária 
helicoidal, classificadas como α-hélice (Corrêa e Ramos, 2009). Com o aumento de temperatura 
de 20 ºC até 90 ºC, observou-se a diminuição da elipticidade máxima e aumento da elipticidade 
mínima indicando a perda de estrutura secundária de EG1Cg.  
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Desta forma um gráfico de desnaturação térmica foi obtido a partir da monitoração do 
ponto isodicróico de 208 nm, o qual é característico da estrutura secundária predominante da 
enzima.  A figura 4.34-B mostra a curva da fração desenovelada em relação a temperatura de 
EG1Cg sendo a temperatura (Tm) no qual 50% das proteínas estão desnaturadas é 55 ºC.  
 
 
 	  	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Figura 4.34. Análise da desnaturação térmica  e fração 
desenovelada de  EG1Cg por dicroísmo circular (CD).  
(A) Desnaturação térmica de EG1Cg por CD indicando a 20 
ºC o perfila de α-hélice. (B) Monitoração da fração 
desenovelada de EG1Cg a 208 nm. A temperatura de 
desnaturação  foi de 55 ºC. 
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Do mesmo modo que EG1Cg, BG1Cg foi submetido a análise de espectroscopia. Os 
dados evidenciaram a 20 ºC uma banda positiva com θ máxima entre 15000 e 20000 e uma 
banda negativa em aproximadamente 222 nm (Fig. 4.35-A).  
Este perfil indica uma típica estrutura secundária mista de α-hélice e folha-ß, comum de 
proteínas do tipo barril TIM alpha/beta (8) (Wu et al., 2008) e de ß-1,4-glicosidases (Jeng et al., 
2011). Com o aumento de temperatura de 20 ºC até 100 ºC, observou-se a diminuição  da 
elipticidade máxima e aumento da elipticidade mínima indicando a perda de estrutura 
secundária  de BG1Cg.  
O gráfico de temperatura de transição  (Fig. 4.35-B) obtido para BG1Cg, a partir da 
monitoração do ponto isodicróico de 222 nm, mostrou que a 48 ºC, 50% das proteínas 
recombinantes estão desnaturadas. 
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Figura 4.35. Análise da desnaturação térmica  e fração 
desenovelada de  BG1Cg por dicroísmo circular (CD).  (A) 
Desnaturação térmica de BG1Cg por CD indicando a 20 ºC o 
perfil misto α-hélce e folha-ß. (B) Monitoração da fração 
desenovelada de BG1Cg a 222 nm. A temperatura de 
desnaturação  foi de 48 ºC. 	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4.4 Discussão  	  
Cupins exercem um papel essencial na ciclagem do carbono da natureza degradando 
compostos lignocelulósicos com eficiência de 90 % (Brune 2000; Katsumata et al., 2009). Esta 
eficiência é devido ao seu arsenal de hidrolases glicolíticas e enzimas acessórias, também 
conhecido como digestoma, capazes de degradarem açúcares recalcitrantes da biomassa vegetal. 
O estudos dessas enzimas é de grande relevância por dois grandes motivos: o primeiro é 
visando o controle dos cupins pragas que atingem os imóveis e móveis feito de madeira, no qual 
modelos de inibição dessa enzimas podem ser aplicados á métodos de controle (Zhang et al., 
2011; Brune e Ohkuma et al., 2010). 
O segundo motivo é à aplicação dessas enzimas na produção de bioprodutos oriundo de 
compostos lignocelulósicos, no qual se faz necessária a sacarificação dos açúcares da parede 
celular vegetal  gerando unidades de glicose e xilose que possam ser fermentados a bioprodutos 
como plástico, ácidos e o mais almejado o etanol, dito de segunda geração. O presente capítulo 
mostrou com sucesso a clonagem e expressão heteróloga de cinco enzimas atuantes no 
digestoma do cupim inferior Coptotermes gestroi, sendo as hidrolases glicolíticas EG1Cg 
(Endo-β-1,4-glicosidase/GH 9), BG1Cg (β-1,4-glicosidase/GH 1), Lam1Cg (Endo-β-1,3-
glicosidase/ GH16), EX1Sim1Cg (Endo- β-1,4-xilosidase/GH 10) e a proteína/enzima acessória 
Fae1Cg (carboxilesterase/ esterase-lipase). Tais enzimas tiveram seus domínios conservados 
preditos e  corroborados  por  descrições prévias da literatura para genes homólogos (Zhang et 
al., 2009 e 2011; Jeng et al., 2011; Arakawa et al., 2009; Ni et al., 2007; Scharf et al., 2010b; 
Wheeler et al., 2010). 
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Desta forma os genes: EG1Cg, BG1Cg, Lam1Cg, EX1Sim1Cg e Fae1Cg foram 
clonados  em pET28a, sendo a construção confirmada por seqüenciamento e expressos com 
sucesso em células ArcticExpress, ou seja nenhum tipo de truncamento referente a uso de 
códons foram identificados. 
A amplificação  dos genes e suas clonagens revelaram tamanhos de amplicons (figuras 
4.10 e 4.11) esperados de acordo como descrito por Leonardo (2010) para o genes identificados 
no metatranscriptoma de C.gestroi. A expressão heteróloga revelou bandas de expressão 
protéicas em pesos moleculares (Fig. 4.12 e 4.13) correspondentes com a predição na 
plataforma do ProtParam (Tabela 4.2) e também com resultados prévios na literatura, tal como 
descrito abaixo. 
O peso molecular observado para Endo-ß-1,4-glicosidase (GH9) EG1Cg  está de acordo 
com as clonagens e expressões das enzimas EG1Cf de Coptotermes formosanus (Zhang et al., 
2009 e 2011) e EG1Nt de Nasutitermes takasagoensis (Khademi et al., 2002). O mesmo ocorre 
com BG1Cg, o qual existe concordância com outras ß-1,4-glicosidases (GH1) de cupins tais 
como: BG1Nk  de Neotermes koshunensis ( Jeng et al., 2011 e Ni etal., 2007), BG1Cf de 
Coptotermes formosanus (Zhang et al., 2012) e  BG1Rf  de Reticulitermes flavipes (Scharf et 
al., 2010b).  
O tamanho de banda de expressão observado de Lam1Cg (GH16) estão de acordo com 
Lam1Pa (GH16), da barata Periplaneta americana (Genta et al., 2003), o mesmo raciocínio é 
válido para Fae1Cg, no qual o tamanho da proteína observado é corroborado pelas enzimas de 
Reticulitermes flavipes Est3Rf e Est4Rf (Wheeler et al., 2009). A purificação de EX1Sim1Cf 
(GH11) de Coptotermes formosanus (Arakawa et al., 2009) não corrobora o resultado de 
expressão de EX1Sim1Cg (GH10) devido a não correspondência, em domínios conservados das 
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proteínas. 
A enzima Lac1Cg (Lacase / oxidase) foi clonada e  confirmada por seqüenciamento. 
Porém, o tamanho do amplicon de ~1600 pb contrasta com o da literatura, no qual os genes  
Lac6Rf e Lac17Rf com maior similaridade possuem  cerca de ~1980 pb, sendo a sua clonagem 
baseada em uma predição de 1300 pb. Deste modo um erro de montagem do gene ou de 
amplificação sugere o insucesso desta tentativa, o que será revisto posteriormente. A 
CBH1Sim1Cg (Celobiohidrolase / GH7)  não foi amplificada devido a um erro de montagem do 
contig “mãe” (não mostrado), porém a predição dos dois novos contigs resultantes corrobora 
dados prévios da literatura (Todaka et al., 2010a; Watanabe et al., 2002; Nakashima et al., 
2002a). 
Apesar de todo o esforço na clonagem e expressão dessas enzimas somente EG1Cg e 
BG1Cg foram expressadas na forma solúvel e ativas. EX1Sim1Cg foi parcialmente solúvel, 
com uma banda de expressão bastante discreta (Fig. 4.12 linha B), porém não houve atividade 
enzimática mesmo quando submetidas a ensaios  por longas horas (> 24 h).  
Outros métodos de expressão foram testados como descrito no tópico de 4.3 de materiais 
e métodos, porém sem sucesso. Um dos motivos deste resultado é sugerido pela falta de 
mecanismos de glicosilação em proteínas expressas em E.coli ou falta de enovelamento correto 
mesmo utilizando cepas com chaperonas como ArcticExpress (Sasagawa et al., 2011). Um 
terceiro motivo seria devido as três cisteínas que a enzima possui (Tab. 4.2), a qual podem ser 
necessária a formação de ponte-disulfeto. Apesar da literatura descrever sequencias de GH 10 
de protozoários simbiônticos de vários cupins (Todaka et al., 2007 e 2010b), pelo nosso 
conhecimento é a primeira vez na literatura, que uma GH 10 de protozoário de cupim  é clonada 
e expressada heterologamente, revelando a importância da caracterização funcional dessas 
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enzimas. 
Enzimas homólogas a Fae1Cg já foram expressadas com sucesso em células eucarióticas 
tais como Est4 e Est3 de R. flavipes (Wheeler et al., 2009), o qual poderá ser o próximo esforço 
na tentativa de caracterizar funcionalmente  essas enzimas em um outro momento. 
 Uma vez as enzimas EG1Cg  e BG1Cg  solúveis, foram realizadas as expressões em 
larga das mesmas. As enzimas mantiveram-se  solúveis no escalonamento e foram purificadas 
por cromatografia de Níquel (IMAC) (Fig. 4.14)  e polidas com cromatografia de filtração em 
gel (Fig. 4.15) sendo e  submetidas posteriormente as caracterizações  bioquímicas e biofísica.  
EG1Cg foi predita como uma celulase clássica membro da família GH 9 do CAZy e de 
acordo com dados de similaridade é provavelmente expressa na glândula salivar e no intestino 
médio de C.gestroi (Zhang et al., 2009 e 2011b; Khademi et al., 2002; Ni et al., 2007; Leonardo 
et al., 2010) atuando no digestoma deste cupim pois, segundo Leonardo (2010) é uma enzima 
muito mais expressa em operários do que em outras castas.  
O ensaio do painel de substratos revelou a preferência de EG1Cg em hidrolisar ligações 
do tipo ß-1,4 com alta atividade contra ß-glucano seguido de glucomanano, liquenano e CMC. 
A enzima não foi capaz de degradar laminarina, substrato com ligações do tipo ß-1,3;1,6 entre 
glicoses do polímero e nenhum substrato com xilose, arabinose ou manose como único 
monossacarídeo formador da cadeia polimérica (Fig. 4.16).   
A análise de eletroforese capilar revelou que EG1Cg  não foi capaz de hidrolisar 
laminarihexaose (polímero de glicose ligados por ß-1,3) o que a torna uma enzima específica de 
ligações ß-1,4 entre glicoses, pois ela também não conseguiu hidrolisar nem xilohexaose e 
arabinohexaose, todos marcados com APTS (Fig. 4.20). Este mesmo padrão já fora descritos 
para EG3Cf (GH 9) e EG5Cf (GH 9) de C. formosanus (Zhang et al., 2009 e 2011 
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respectivamente) embora EG’sRs  de Reticulitermes speratus possuam atividade contra 
laminarina e não possua contra curdilano (só ß-1,3) indicando atividade contra ligações  ß-1,6 
entre glicoses ( Ni et al., 2007). 
A análise de eletroforese capilar de EG1Cg ainda revelou que o principal produto gerado 
na hidrólise de celopentose e celohexaose marcados com APTS é celotriose (Fig. 4.20-B e Fig. 
4.20C). É a primeira vez na literatura que é realizado análises de alta sensibilidade para revelar 
padrões de clivagem em enzimas de cupins.  Os dados mostram ainda que EG1Cg não é capaz 
de hidrolisar celotetraose marcado com APTS sugerindo a necessidade da enzima em 
reconhecer no mínimo mais de duas moléculas de glicose no seu sitio ativo. O mesmo padrão 
enzimático já fora descrito para uma GH 12  TCel1 de Thermotoga petrophila (Wang et al., 
2011). 
O efeito do pH  e da temperatura  na atividade enzimática contra ß-glucano de EG1Cg 
também foram avaliados. Conforme descrito na figura 4.12 o pH ótimo de EG1Cg é 6,0 no qual 
a enzima  conseguiu produzir cerca de 70 µmol de glicose/min/mg de proteína a 37 ºC. Já a 
temperatura ótima ficou em torno de 51 ºC, conseguindo a enzima produzir  quase 250 µmol de 
glicose/min/mg de enzima em pH 5,6.  Esta temperatura indica uma certa termoestabilidade de 
EG1Cg, pois em seu habitat natural a temperatura gira em torno dos 25 ºC. Os dados da fração 
desenovelada (Fig. 4.34-B) de EG1Cg obtidos por dicroísmo circular, indicam uma temperatura 
de transição em torno de 55 ºC, o qual reforçam os dados  de temperatura ótima de EG1Cg,  
sugerindo a manutenção do enovelamento correto durante sua atividade ótima. Em altas 
temperaturas com 70ºC - 90ºC a atividade enzimática de EG1Cg são reduzidas devido a perda 
de estrutura secundária da enzima (Fig. 4.34-A), porém essa perda de estrutura não é completa 
sendo feita gradativamente.  
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A temperatura ótima de EG1Cg  discorda de dados prévios da literatura para EG5Cf  
(GH 9) de Coptotermes formosanus submetidas a atividades contra CMC. A temperatura ótima 
dessa enzima é por volta de 43 ºC, porém concorda com o pH ótimo da mesma enzima em torno 
de 6,0 (Zhang et al., 2011). A temperatura ótima de EG1Rs e EG1Nt dos cupins  Reticulitermes 
speratus e Nasutitermes takasagoensis respectivamente, é de 50 ºC e 45 ºC corroborando nossa 
caracterização. Já os dados de influência do pH possuem uma pequena diferença nos quais os 
pH ótimos são em torno de 7,0 para as duas enzimas (Ni et al., 2007). 
Parâmetros cinéticos para EG1Cg foram realizados utilizando ß-glucano como substrato. 
A figura 4.19 mostra o comportamento Michaeliano de EG1Cg, no qual os valores de atividade 
catalítica de Km  foi de  2,76 mg/ml e a Vmax  de 303 (µmol/min/mg). Infelizmente, não existe 
dados disponíveis na literatura para a comparação dos resultados até o momento, somente dados 
de cinética utilizando CMC como substrato o qual não serve como dados de confronto (Zhang 
et al., 2011). Essa análises em CMC indicam que  EG5Cf, EG3Cf, EG1Rs e EG1Nt possuem o 
comportamento Michaeliano (Zangh et al., 2009 e 2011; Ni et al, 2005 e 2007) corroborando 
com o comportamento de EG1Cg. 
A predição da estrutura tridimensional de EG1Cg pela ferramenta online I-Tasser, 
mostrou que a enzima é constituída principalmente por estrutura do tipo α-hélice (Fig. 4.26), o 
qual é confirmado pela análise de dicroísmo circular (Fig. 4.34-A) a 20 ºC, o que indica uma θ 
negativa  com um mínimo acentuado em 208 nm, sugerindo a predominância de estruturas 
secundárias do tipo α-hélice (Corrêa e Ramos 2009). A análise de similaridade revelou que 
EG1Cg  possui uma estrutura do tipo barril alpha/alpha(6) típica da família  GH 9 do CAZy 
(Cantarel et al., 2009), sendo bastante similar (TM-Socre 0,995) com a estrutura resolvida de 
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EG1Nt (Khademi et al., 2002). A análise ainda indicou que os resíduos catalíticos Asp54, 
Asp57 e Glu412 estão preservados como pode ser observado no alinhamento feito entre EG1 e 
EG1Nt (Fig. 4.28). Estes mesmo resíduos participam da interação com ligantes específicos tais 
como os substratos oligossacarídicos celobiose e celotetraose como pode ser visto na figura 
4.29-B e  figura 4.29-C revelando a preservação do mecanismo de catálise. 
Da mesma forma que a EG1Cg, a ß-1,4-glicosidase 1 de Coptotermes gestroi (BG1Cg) 
também teve sua caracterização bioquímica e biofísicas realizadas. BG1Cg foi predita como 
membro da família GH1 do banco do CAZy, sendo provavelmente secretada pela glândula 
salivar do animal (Scharf et al., 2010b). Leonardo (2010) descreve BG1Cg como atuante no 
digestoma de C. gestroi pelo mesmo motivo descrito para EG1Cg, no qual existem muita mais 
expressão de RNAm de BG1Cg em operários do que em soldados de C. gestroi. 
Os ensaios de painel de atividade revelaram que, além de hidrolisar celobiose e pNP-G 
(dados não mostrado no painel), BG1Cg é capaz de hidrolisar laminarina e CMC, entretanto 
atividades contra liquenana, ß-glucano e outros substratos contendo xilose e arabinose como 
açúcares únicos da cadeia principal do polímero não foram detectados (Fig. 4.21). Esse dado 
revela a especificidade do modo de ação de BG1Cg em clivar ligações do tipo ß-1,4 entre 
glicoses contidas em CMC. O fato de ela não conseguir clivar ß-glucana e liquenana (ambos 
com ligações do tipo ß-1,3;1,4) e conseguir hidrolisar laminarina, sugere por exclusão que 
BG1Cg possa ter uma afinidade hidrolítica por ligações ß-1,6 entre monômeros de glicose.  
Este padrão é conhecido para outras ß-1,4-glicosidades (GH1) de cupins.  BG1Cf de  C. 
formosanus possui um padrão semelhante a BG1Cg, no qual é capaz de hidrolisar 
celoligossacarídios com grande eficiência  e com menos eficiências laminarina e laminaribiose, 
sendo  incapaz  de degradar outras ligações entre monômeros de xilose e entre monômeros de 
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arabinose. Um dado importante é que BG1Cf não é capaz de hidrolisar curdilano (somente 
ligações ß-1,3) corroborando nossos resultados (Zhang et al., 2012). Outra BG1 de 
Reticulitermes flavipes (GH1) é capaz de  hidrolisar CMC, celobiose e laminarinobiose entre 
outros oligossacarídeos e não é eficiente em hidrolisar pNP-X, pNP-A entre outros (Scharf et 
al., 2010b) corroborando parcialmente com os dados de BG1Cg. A única BG1 que é a mais 
distante funcionalmente é BG1Nk Neotermes koshunensis no qual tem preferência em clivar  
ligações ß-1,3 de laminaribiose em relação a ß-1,4 de celobiose. 
A análise mais detalhada de padrão de clivagem e especificidade por eletroforese capilar 
revelou que BG1Cg é capaz de gerar  monômeros de glicose pela clivagem de ligações ß-1,4 em 
celobiose e celohexaose. O dado descrito nas figura 4.25-A  revela que quando incubado com 
celobiose marcada com APTS, BG1Cg produz glicose (C1) como principal produto. Já quando 
incubado com celohexaose o padrão de hidrólise incompleta revela uma escada de produtos 
liberados como C5, C4, C3 e C2 indicando que o produto gerado são moléculas e glicose. Na 
hidrólise completa, que possui tempo de incubação maior, (Fig. 4.25-B) os produtos formados 
são C1 e C2. A enzima não foi capaz de hidrolisar xilohexaose e arabinohexaose marcados com 
APTS sendo pela primeira vez na literatura esse tipo de análise é realizada com ß-1,4-
glicosidases de cupins. 
O efeito do pH sobre a atividade de BG1Cg foi avaliado utilizando pNP-G como 
substrato. Os dados indicaram o pH ótimo da enzima em torno de 5,0 liberando cerca de 35 
µmol de pNP/min/mg de proteína. Em pH 2,5 e 8, a atividade enzimática foi considera nula 
(Fig.4.22). A literatura descreve padrões parecidos aos resultados acima, como por exemplo 
para BG1Nk, onde o pH ótimo é em torno de 5,0-5,6 (Ni et al., 2007; Jeng et al., 2011), para 
BG1Rf  o pH ótimo fica em torno de 6.0 e 7,0 (Scharf et al., 2010b) em BG1Cf o pH ótimo é  
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perto de 5,5, desta forma corroborando nossos dados. 
A influencia da temperatura revelou que o ótimo da atividade enzimática de BG1Cg foi 
de 56 ºC utilizando pNP-G como substrato. Nesta temperatura, BG1Cg foi capaz de liberar 
cerca de 80 µmol de pNP/min/mg de proteína. Em altas temperaturas como entre 80 ºC - 100 ºC 
a atividade enzimática retém apenas 10 % da atividade ótima (Fig. 4.23). Entretanto essa 
enzima pode ser considera termoestável, uma vez que o inseto raramente vive em ambientes 
acima dos 50ºC, sendo sua atividade in vivo sempre em torno dos 25 ºC. Os dados de fração 
desenovelada de BG1Cg obtido por dicroísmo circular revelou uma temperatura de transição de  
48 ºC (Fig. 4.35-B). Essa diferença de resultado é aceita pois a fração desenovelada corresponde 
à temperatura no qual 50% das enzimas na solução estão em fase de transição e os outros 50 %  
estão ainda com estrutura secundária conservada, desta forma justificando uma atividade ótima 
a 56 ºC. 
O efeito da temperatura na atividade ótima de outras ß-1,4-glicosidades (GH 1) de 
cupins são bastante diversas. Para BG1Nk, a temperatura ótima é de 45ºC à 50ºC (Ni et al., 
2007; Jeng et al., 2011), para BG1Rf  a temperatura ótima fica em torno de 40 ºC (Scharf et al., 
2010b), já para BG1Cf,  a enzima que possui maior homologia com BG1Cg a temperatura ótima 
é de 55ºC, muito semelhante ao resultado de BG1Cg. 
BG1Cg foi submetido também a análise de parâmetros cinéticos utilizando pNP-G como 
substrato. A enzima se comportou de modo Michaeliano como mostra a figura 4.24, sendo  
possível o calculo dos valores dos parâmetros cinéticos. O Km  foi de 1,59 mM e o Vmax de 
60.55 (µmol/min/mg), sendo o Kcat de 57.19 (s-1) e o Kcat/Km de 35.99 (s-1 mM-1). Os valores 
de Km e Vmax para várias ß-1,4-glicosidases de cupim já foram descritas (Scharf et al., 2010b; 
Jeng et al., 2011; Zhang et al., 2012; Ni et al., 2007), exibindo todas elas comportamento 
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Michaeliano.  
Duas enzimas, BG1Nk e BG1Rf tiveram sues parâmetros cinéticos definidos utilizando-
se pNP-G como substrato. Para BG1Nk o Km foi de  0.29 mM e para BG1Rf foi de 1.66 mM. 
BG1Nk exibe a maior afinidade pelo substrato entre as três enzimas. Entretanto seu valor de 
Kcat é muito baixo cerca de 1.39, ou seja a quantidade de produto gerado e a formação de 
novos complexos Enzima+Substrato (turnover) é baixa. Isso sugere que uma afinidade tão 
grande da enzima pelo substrato pode acabar interferindo na sua eficiência. Desta forma a 
eficiência catalítica (Km/Kcat) é de apenas 4.9 mM-1.s-1, indicando uma maior eficiência de  
BG1Cg.  
Os valores dos parâmetros cinéticos de BG1Rf  são de Km 1.66 (mM) e de Vmax de 
22.92 (Scharf et al., 2011). Com o tamanho da proteína  fornecido de 56 kDa podemos calcular 
o Kcat e o Kcat/Km dessa enzima que foram 21,392 s-1 e 12,887 mM-1.s-1 respectivamente. O 
valor da eficiência enzimática (Kcat/Km) é três vezes menos que o mesmo valor para  BG1Cg 
indicando que a enzima de C.gestroi é a mais eficiente em degradar pNP-G entre os cupins já 
estudados ressaltando a sua importância biotecnológica.  
A análise da predição de estrutura  tridimensional de BG1Cg, realizada pela ferramenta 
online I-Tasser, revelou que a enzima possui uma quantidade equivalente de estruturas 
secundárias do tipo α-hélice e tipo folha-ß (Fig. 4.30). A analise de dicroísmo circular a 20 ºC, 
indica uma θ negativa com um mínimo acentuado em 222 nm, indicando uma típica ocorrências 
de duas estruturas secundárias (Fig. 4.35-A), tal como ocorre para proteínas do tipo Barril-TIM  
alpha/beta(8) (Wu et al., 2008). A análise de similaridade online de TM-Score de 0,964, 
evidenciou o mesmo padrão que BG1Nk (Fig. 4.31-B), o qual possui um padrão de barril-TIM 
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alpha/beta (8) (Jeng et al., 2011), uma configuração típica da família  GH1 do CAZy (Cantarel 
et al., 2009).  
A análise de alinhamento (Fig. 4.32)  entre BG1Cg e BG1Nk revelou que os resíduos 
catalíticos de BG1Nk Glu93 e Glu402 (Jeng et al., 2011), estão conservados em BG1Cg sendo 
estes mesmo resíduos responsáveis pela interação com ligantes sacarídicos tais como os α-D-
glicose e ß-galactose-6-fosfato (Fig. 4.33-A e Fig. 4.33-B) revelando assim a sua participação 
no mecanismo de catálise no sitio ativo. 
Análises de sinergismo entre  EG1Cg e BG1Cg  não foram realizadas. Entretanto 
observando os perfis de  hidrólise  por eletroforese capilar  da ação de cada enzima (Fig. 4.20 e 
4.25) fica claro que o sinergismo entre as duas é possível. Efeitos sinérgicos entres BG1 (GH 1) 
e EG1 (GH 9) já foram descrita nos cupins Coptotermes formosanus (Zangh et al., 2010) e no 
cupim Reticulitermes flavipes (Scharf et al., 2011) sendo o principal produto formado pela ação 
sinérgica das duas enzimas a glicose. 
Outro fato que chama atenção são as temperaturas ótimas das duas enzimas EG1Cg 
51ºC e BG1Cg 56 ºC, que são bastante altas, assim como algumas homologas descritas na 
literatura (Zhang et al, 2009, 2010 e 2012; Scharf et al., 2011; Ni et al., 2007). Em seu habitat 
natural cupins geralmente são submetidos a temperaturas tropicais em torno dos 25 ºC e 30 ºC 
(Hongoh, 2011) e mesmo assim são descritos como modelos de eficiência em degradação de 
materiais lignocelulósicos (Hongoh et al., 2011; Brune e Ohkuma et al, 2010 e Katsumata et al., 
2007). Este fato é no mínino intrigante levantando hipóteses de que outros mecanismos de 
hidrólise de compostos lignocelulósicos possa estar ocorrendo no digestoma de cupim, tais 
como componentes de fenton (Vu et al., 2008; Brune e Ohkuma et al., 2010) para que tal 
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eficiência seja alcançada.  
Deste modo sugerimos através da análise dos nossos dados e os dados prévios na 
literatura, que a termoestabilidade aliada com a eficiência catalítica das enzimas e juntamente 
com o pH ótimo variando entre 5,6 e 7,0 (pH médio do intestino de cupins - Brune, 2000) são 
pressupostos essenciais que contribuem para eficiência em degradar compostos lignocelulósicos 
destes insetos. Estes pressupostos são importante pois, para um mimetismo in vitro ou in pilot 
plant deste microambiente de digestoma, essas condições deverão ser respeitadas ao extremo. 
4.5 Conclusões 	  
O presente trabalho descrito nesse capítulo possui importância para futuras aplicações de 
novas enzimas aos processos produtivos de bioprodutos de segunda geração e de possíveis 
métodos de controle de  cupins. A amplificação, clonagem e expressão heteróloga de cinco 
enzimas relacionadas ao digestoma de cupins inferiores em modelo procariótico possui uma 
importância biotecnológica notória, uma vez que essa plataforma se mostra a mais barata  e 
menos trabalhosa para a produção de enzimas recombinantes.  
Apesar do esforço descrito acima na tentativa de caracterizar os genes para hidrolases 
glicolíticas e proteínas/enzimas acessórias descritas por Leonardo (2010), somente três enzimas 
foram obtidas em estado solúvel Endo-ß-1,4-xilosidase (GH 10) nomeada de EX1Sim1Cg (GH 
10), Endo-ß-1,4-glicosidase (GH 9) nomeada de EG1Cg e uma ß-1,4-glicosidase (GH 1) 
nomeada BG1Cg, no qual somente a duas últimas foram solúveis na forma ativas.  
A caracterização funcional destas enzimas é um trabalho inédito na biologia da espécie. 
Pela primeira vez na literatura essas enzimas de Coptotermes gestroi foram clonadas e 
expressadas heterologamente, sendo que EX1Sim1Cg, com domínio GH 10, foi clonada e 
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expressada heterologamente pela primeira vez na biologia do grupo, corroborando com vários 
trabalhos que sugerem a ocorrência deste tipo de enzimas em cupins. 
Desta maneira os dados bioquímicos e biofísicos indicam que EG1Cg é uma enzima que 
possui uma atividade específica de clivar, entre os substratos testados,  apenas ligações ß-1,4 
entre monômeros de glicose, sendo o principal produto liberado celotriose. A enzima foi 
considera termo-tolerante sendo a temperatura ótima de 51 ºC, tendo como pH ótimo da 
atividade em torno de 6,0. As análises estruturais revelaram que EG1Cg possui estrutura 
secundária do tipo α-hélice, formando um barril do tipo alpha/alpha (6), tal como enzimas da 
família GH9, tendo seus resíduos catalíticos conservados. 
Já BG1Cg, possui uma atividade específica confirmadas para ligações ß-1,4 entre 
monômeros de glicose, sugerindo-se também a capacidade de hidrolisar ligações do tipo ß-1,6. 
O principal produto gerado pela atividade catalítica de BG1Cg contra celobiose é 
principalmente glicose (C1), tendo a capacidade de reduzir celohexaose a glicose e celobiose. A 
enzima também é considerada como termo-tolerante, sendo a temperatura ótima de atividade 
em torno de 56 ºC e o pH ótimo em torno de 5,6.  
A análise de cinética enzimática permitiu  concluir que BG1Cg é mais eficiente do que 
outras BG1 de cupins, indicando seu potencial biotecnológico. A análise estrutural revelou que 
BG1Cg possui quantidades equitativas de estruturas secundárias do tipo α-hélice e folha-ß, 
formando uma estrutura em barril-TIM alpha/beta (8). Os dados ainda indicam que  os resíduos 
catalíticos de BG1Cg estão conservados. 
O conjunto de dados revelam o grande potencial biotecnológico dessas enzimas para 
aplicação em bioprocessos de obtenção de açúcares fermentescíveis a partir de compostos 
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lignocelulósicos. A mudança de plataforma de expressão heteróloga para células eucarióticas 
como fungos filamentosos, deverá resolver o problema de solubilização e enovelamento correto 
das demais enzimas, tornando possível a sua caracterização e aplicação biotecnológica no 
futuro. Além desses novos rumos, outros objetivos iniciais serão continuados através de outras 
análises bioquímicas e biofísicas para EG1Cg e BG1Cg, tais como ensaios de sinergismo e 
inibição catalítica e obtenção de cristais para resolução de estrutura tridimensional. 
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Conclusões gerais da dissertação  
As análises apresentadas no capítulo 3 e 4 juntamente com o estado da arte de cupins 
contemplado no capítulo 1 desta dissertação, mostraram que o cupim inferior Coptotermes 
gestroi possui um repertório de hidrolases glicolíticas capaz de hidrolisar as principais ligações 
glicosídicas presentes na biomassa lignocelulósica. A caracterização bioquímica global foi 
capaz de evidenciar este repertório enzimático com sucesso. Já os experimentos de 
metaproteoma nos revelou quem são as principais enzimas que compõe o digestoma de 
C.gestroi.   
Em uma análise mais aprofundada nos dados de metatranscriptoma descritos por  
Leonardo (2010), para hidrolases glicolíticas e proteínas/enzimas acessórias, sugerimos 
possíveis alvos de clonagem para caracterização funcional, no qual foram escolhidas sete 
enzimas, sendo que cinco dos domínios escolhidos (GH 1,GH 7,GH 9,GH 10 e GH 16) foram 
identificados por metaproteoma. Duas dessas enzimas EG1Cg (GH 9) e BG1Cg (GH 1) foram 
funcionalmente caracterizada revelando a sua termo-tolerância e eficiência enzimática 
evidenciando sua potencial aplicação biotecnológica.  
Desta forma, os dados sugerem que C.gestroi utiliza-se das seguintes classes de 
enzimas/proteínas que atuam no digestoma. GH 1 (BG1Cg), GH 3, GH 5, GH 7, GH 9 (EG1Cg) 
e GH 16 para atuam na conversão de polissacarídeos que possuem glicose como monômero 
único da cadeia principal; GH 10, 11 e 43  gem na hidrólise de xilanas e seus derivados;  GH 2, 
CBM 27-GH 26 e GH 38 atuam na degradação de hemiceluloses composta por monômeros  de 
manoses e  para atuar contras pectinas GH 28, 29 e 42. Uma vez que evidenciamos que essas 
proteínas estão sendo encontradas no digestoma de C. gestroi, e a caracterização funcional de 
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algumas enzimas evidenciam a sua aplicação biotecnológica. Assim, elas se tornam candidatas 
para futuros trabalhos que às empreguem ao processo produtivo de bioprodutos 
lignocelulósicos. 
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Functional characterization and target discovery
of glycoside hydrolases from the digestome of
the lower termite Coptotermes gestroi
João Paulo L Franco Cairo1,2, Flávia C Leonardo2,3, Thabata M Alvarez1, Daniela A Ribeiro1, Fernanda Büchli1,
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and Fabio M Squina1
Abstract
Background: Lignocellulosic materials have been moved towards the forefront of the biofuel industry as a
sustainable resource. However, saccharification and the production of bioproducts derived from plant cell wall
biomass are complex and lengthy processes. The understanding of termite gut biology and feeding strategies may
improve the current state of biomass conversion technology and bioproduct production.
Results: The study herein shows comprehensive functional characterization of crude body extracts from
Coptotermes gestroi along with global proteomic analysis of the termite’s digestome, targeting the identification of
glycoside hydrolases and accessory proteins responsible for plant biomass conversion. The crude protein extract
from C. gestroi was enzymatically efficient over a broad pH range on a series of natural polysaccharides, formed by
glucose-, xylose-, mannan- and/or arabinose-containing polymers, linked by various types of glycosidic bonds, as
well as ramification types. Our proteomic approach successfully identified a large number of relevant polypeptides
in the C. gestroi digestome. A total of 55 different proteins were identified and classified into 29 CAZy families.
Based on the total number of peptides identified, the majority of components found in the C. gestroi digestome
were cellulose-degrading enzymes. Xylanolytic enzymes, mannan- hydrolytic enzymes, pectinases and starch-
degrading and debranching enzymes were also identified. Our strategy enabled validation of liquid
chromatography with tandem mass spectrometry recognized proteins, by enzymatic functional assays and by
following the degradation products of specific 8-amino-1,3,6-pyrenetrisulfonic acid labeled oligosaccharides
through capillary zone electrophoresis.
Conclusions: Here we describe the first global study on the enzymatic repertoire involved in plant polysaccharide
degradation by the lower termite C. gestroi. The biochemical characterization of whole body termite extracts
evidenced their ability to cleave all types of glycosidic bonds present in plant polysaccharides. The comprehensive
proteomic analysis, revealed a complete collection of hydrolytic enzymes including cellulases (GH1, GH3, GH5, GH7,
GH9 and CBM 6), hemicellulases (GH2, GH10, GH11, GH16, GH43 and CBM 27) and pectinases (GH28 and GH29).
Background
Fossil fuels are the world’s primary energy source and a
major issue regarding greenhouse gases emission. The
key mitigation action is replacing petroleum and its
derivatives with renewable energy sources [1]. In this
context, lignocellulosic materials, which are an abundant
and low-cost source of stored energy in the biosphere,
have been moved towards the forefront of the biofuel
industry as a sustainable resource [2]. However, sacchar-
ification and production of bioproducts derived from
plant cell walls are complex and usually lengthy pro-
cesses. For example, cellulosic biomass must go through
an intensive pretreatment step, in which enzymes are
used to break down biomass into simple sugars suitable
for fermentation and bioethanol production. The protein
repertoire involved in biomass conversion includes
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glycoside hydrolases (GHs), proteins with carbohydrate-
binding modules (CBMs), glycoside transferases (GTs),
laccases, peroxidases and detoxification proteins, such as
superoxide dismutase and catalases [3]. These proteins
are normally produced by fungi, bacteria, protozoa and
even by animals [4], such as worms, beetles, cockroaches
and termites, that carry complex symbiotic systems with
cellulolytic microorganisms in their guts [5].
Termites are considered the smallest and most effi-
cient decomposing bioreactors of wood on earth [6].
Within one microliter of gut environment, it is possible
for them to break down lignocellulosic material into
monosaccharides with 90% efficiency [7]. One of the
best ways to understand termite digestomes is by cou-
pling classical biochemical characterization with geno-
mic and proteomic tools [8,9] based on a metagenomic
platform for bioprospecting novel glycoside hydrolases
[10].
In the last five years, a series of efforts on metage-
nomics and metatranscriptomics from termites were
reported, discovering genes encoding GHs, GTs and
CBMs [11-14], as well as components involved in the
oxidation or detoxification of lignin [15,16]. Thus, these
sets of genes, enzymes, proteins and co-factors produced
by the termite and its symbionts (bacteria, yeast and
protozoa) were named as the ‘digestome’ [11]. Warnecke
et al. [14] identified 700 genes encoding GH and acces-
sory proteins (mainly from bacteria) in a metagenomic
library from the higher termite Nasutitermes sp., as well
as 13 enzymes identified by liquid chromatography with
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) from its diges-
tome. Burnum et al. [17] identified 886 proteins, includ-
ing 22 polysaccharide hydrolases, from the proteome of
the higher termite N. corniger. This proteomic effort
enabled the reconstruction of metabolic pathways
involved in termite symbiotic relationships.
C. gestroi is classified as a lower termite, belonging to
the Rhinotermitidae family [18], which was introduced
to Brazil in the early years of the past century and, at
the present time, is regarded as the most important
urban and building pest in the country. Gene expression
patterns related to social cast differentiation, metabolic
pathways and cellulose degrading enzymes, such as
endo-b-1,4-glucosidase and b-1,4-glucosidase, were
identified by transcriptome analysis from its head [19].
The goal of this work was to characterize the diges-
tome of the lower termite C. Gestroi, with the aim of
discoving novel carbohydrate-active enzymes. Our strat-
egy consisted of classical biochemical characterization
followed by global proteomic analysis of the termite
digestome, targeting the identification of GHs and
accessory proteins responsible for plant biomass degra-
dation. The understanding of termite gut biology and
feeding strategies may improve the current state of
technology on biomass conversion and bioproduct pro-
duction, which are still far away from economic
efficiency.
Results
Biochemical characterization
Here we describe the first global study of an enzymatic
repertoire involved in plant polysaccharide degradation
by C. gestroi. The crude extract was highly active on
hydrolyzing glucose-containing polysaccharides, in both
the linear and branched forms (Figure 1A), such as b-
glucan from barley; lichenan, a b-1-3:1-4 glucose linked
polysaccharide; and laminarin, a b-1-3:1-6 glucose link-
age polysaccharide. On these substrates, enzyme activity
was over 70% active on a wide range of pH, from pH 4
to pH 8 (Figure 1A). The crude enzyme extract showed
activity on carboxymethyl cellulose (CMC), a linear b-
(1,4) polymer of D-glucose (Figure 1A). The relative
enzymatic activity on CMC decreased to 73% at pH 4
and about 50% when incubated on pH 7 and pH 8. The
enzymatic activity was also detected on starch, which is
an a-linked glucose polysaccharide, and retained more
than 77% of its enzymatic performance at pHs ranging
from pH 4 to pH 8 (Figure 1A).
The termite crude extract was also competent in
hydrolyzing hemicellulosic substrates (Figure 1B), such
as mannan and galactomannan, as well as xylan from
birch wood, a decorated b-1-4 xylose-containing poly-
saccharide. The enzymatic activity was also observed on
xyloglucan and arabinoxylan, two b-1-4 glucose- and b-
1-4 xylose-containing polymers, with lateral sugar
branches of xylose and arabinose respectively. The enzy-
matic hydrolysis of pectin, which is composed of 1,4-
linked a-D-galactosyluronic acid residues, was evidenced
as well. Relatively low activities were observed over ara-
binogalactan and debranched arabinan. The optimum
pH of operation in most of these substrates was between
pH 5 and pH 6; nevertheless, more than 80% of activity
at pH 4 and pH 8 was retained (Figure 3B).
Hydrolysis of p-nitrophenyl-carbohydrate (pNP) sub-
strates had its most significant result against pNP-gluco-
pyranoside (pNP-G), followed by pNP-cellobioside
(pNP-C) and pNP-mannoside (pNP-M) (Figure 1C). For
all pNP derivatives evaluated in this study, the optimal
pH of operation occurred at pH 6 (Figure 1C). However,
a drastic drop in the enzyme activity was observed at
pH 7, of about 80%. pNP-a-L-arabinofuranoside (pNP-
A) was barely hydrolyzed by the crude enzyme extract
and no action was detected on pNP-xylopyranoside
(pNP-X) in this study.
Metaproteomic analysis
A metaproteomic analysis from the whole body of the
lower termite C. gestroi was carried out. Our strategy
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allowed the identification of a hundred positive fractions
that degrade at least one of the carbohydrates listed
above. Following the functional screening, the positive
fractions were subjected to trypsin digestion and ultra
performance liquid chromatography (UPLC) followed by
tandem mass spectrometry analysis. Since there is very
little genomic sequence data available for C. gestroi, the
LC-MS/MS spectra were analyzed by Mascot Ions-
Search Software (Matrix Science, London, GB, UK)for
protein identification using a database containing all
non-redundant proteins derived from the CAZy website
[20], a specialized database (up to 67,000 protein
sequences) that describes the families of structurally-
related catalytic and carbohydrate-binding modules (or
functional domains) of enzymes that degrade, modify or
create glycosidic bonds. After spectra acquisition, using
a stringent cut-off (cut-off > 27; significant at P < 0.05)
allowed the explicit assignment of 121 unique peptides
as GHs and CBMs (Additional File 1).
Our proteomic approach successfully identified a large
number of polypeptides in the C. gestroi digestome. A
total of 55 different protein matches were identified and
classified in 29 CAZy families (Figure 2). The sequence
and distribution of the peptides identified through pro-
teomic analysis, as well as their categorization in differ-
ent GH and CBM families, are described in detail in
Additional File 1. Using a confidence criterion of two or
more unique peptides of different peptide sequences
[21], three protein matches for GH members were iden-
tified. Potential cellulolytic enzymes were identified
using this criteria, such as the match to probable b-glu-
cosidase (GH3) from Dictyoglomus turgidum, two GH7
protein matches, one derived from Pleurotus sp. and
another from the uncultivated symbiotic protist Hodo-
termopsis sjoestedti, as well matches to GH9, from Reti-
culitermes flavipes and C. formosanus, which are
endogenous cellulases from termites [19,22-25]. Two
protein matches with high confidence were assigned to
CBM families 6 and 27, derived from Salinispora areni-
cola and Thermotoga sp., respectively (Additional File 1).
CBM6 is often coupled to a GH16 catalytic domain
[26], which has been described as acting against sub-
strates that posses b-1,3 linkages such as lichenan, lami-
narin and curdlan. CBM27 is a protein domain that
binds to mannose polymers, and is usually tied to
GH26, b-mannosidase or b-xylosidase, forming a multi-
domain protein [20,27].
Based on the total number of peptides identified, the
majority of components found in the C. gestroi diges-
tome were cellulose degrading enzymes, including b-glu-
cosidases (GH1 and GH3), which accounted for up to
10% of the protein matches, followed by GH5, GH7 and
GH9 families, which made up 22% of the total peptides.
These are enzymes that preferentially hydrolyze internal
Figure 1 Enzymatic activity evaluation of termite crude extract
against commercial polysaccharides and synthetic substrates
at different pHs. (A) Enzymatic assays using glucose-containing
polysaccharides. (B) Enzymatic assays using hemicellulosic
polysaccharides. (C) Enzymatic assays using p-nitrophenyl
derivatives.
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biotechnological potential for the discovery of new enzy-
matic components from termites [11,12,14,30,31]. Our
data, evidencing that cell extracts from C. gestroi con-
tained all enzymatic activities assayed, such as CMCase,
b-glucosidases, endoglucanases, xylanases, manananases,
pectinases and amylases, is in agreement with previous
reports for various higher and lower termites [32-39].
The capacity of the termite to hydrolyze such a variety
of glycoside bonds is a consequence of endogenous
enzymes and lignocellulolytic microbiota living in the
termite gut. Cellulose and xylan utilization has been
described before in the digestive track of a number of
lower and higher termite species [25,33,36,39,40]. Like-
wise, a number of cellulose and xylan degrading
enzymes were previously purified and/or functionally
characterized from termites, such as endogenous endo-
glucanases, classified as GH9, from C. formosanus, R.
speratus and Nasutitermes spp. [7,23,38,41], b-glucosi-
dases (GH1) from R. flavipes [42] and Neotermes koshu-
nensis [43,44], an endo-b-glucanase (GH7) from a
symbiotic protozoa in the hindgut of Coptotermes sp
[45,46] and an endo-b-xylanase (GH 11) from C. formo-
sanus [40] and from Nasutitermes spp. [47].
Meanwhile, there is a paucity of studies describing
enzymatic hydrolysis of mannan polysaccharides by
termites or symbiotic microbiota [34]. The detection of
enzymatic hydrolysis of polysaccharides, such as lami-
narin, lichenan, xyloglucan, arabinogalactan, arabinan
and pectin, by crude termite extracts, to the best of our
knowledge, have not yet been reported. The detection of
these enzymatic activities should be expected, based on
the previous isolation of hemicellulolytic-degrading bac-
teria and yeast from the termite gut, which has already
allowed the identification of enzymatic activities such as
endo-xylanase, b-xylosidase, a-L-arabinofuranosidase, b-
galactanase and b-galactosidases [35].
The capability to hydrolyze pNP-G and pNP-C indi-
cated the occurrence of b-glucosidases and cellobiosi-
dases, which were previously described in the genera
Nasutitermes and Neotermes [36,43,44]. Enzymatic
degradation of pNP-X and pNP-A, which were
described for gut bacteria and yeast, have not been
observed in Neotermes jouteli cell extracts [35], corro-
borating the data in the current study. However, b-xylo-
sidase activity was identified in the midgut and hindgut
portions of R. speratus [36]. It is important to underline
that there is a correlation between termite diet and the
intestinal microbial population suitable for digestion.
Therefore, it is expected that some enzymatic compo-
nents may appear induced or repressed, which could
Figure 3 Capillary zone electrophoresis of APTS-labeled oligosaccharides and SDS-PAGE analysis of FPLC positive screened derived
fraction. (A) Enzymatic activity mediated by IEX4-37 on cellopentaose, a positively screened FPLC fraction derived from C. gestroi crude extract
with a unique peptide match to a GH7. The enzyme source specifically cleaved internal glycosidic bonds of APTS-reducing-end-labeled-
cellopentaose (arrows), releasing mainly cellotriose as hydrolysis product. (B) Complete hydrolysis of APTS-reducing-end-labeled-mannohexaose
by IEX1-26, a positively screened FPLC fraction derived from C. gestroi crude extract with a unique peptide match to a GH2. The enzyme source
specifically cleaved internal glycosidic bonds of mannohexaose (arrows), releasing mainly mannobiose and mannotriose as final product. (C) SDS-
PAGE analysis of fractions IEX4-37 (lane1) and IEX1-26 (lane 2). A unique band of 50 kDa was observed after Coomassie blue staining for IEX4-37
(lane 1), and bands of about 80 kDa were observed for IEX1-26 after silver staining. (M) Protein Ladder. APTS: 8-aminopyreno-1,3,6-trisulfonic acid;
FPLC: fast performance liquid chromatography; GH: glycoside hydrolases; IEX: ion-exchange.
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explain some of the variation in enzymatic activities
observed in our study [48].
The great efficiency of plant biomass degradation by
termites is a consequence of the enzymatic action
occurring throughout the termite gut, carried out by
enzymes both endogenous and derived from symbiotic
microbiota. The results for enzymatic assays carried out
in different pHs drew our attention to a slight variation
in enzyme extract effectiveness. Except for the arabinox-
ylan and synthetic substrate activity assays, enzyme opti-
mal activity range was between pH 4 and pH 8. As
described by others, a strong variation in pH occurs
between gut compartments, consistent with the hydro-
gen potential profile of the termite gut [6], varying from
very acidic (pH 3) to very basic (pH 12). However, the
average pH in the gut is around pH 5 to pH 6, which
correlated to the optimal results described herein, as has
also been described by previous reports [34].
The proteomic strategy presented herein was success-
ful, based on the number of glycoside hydrolase family
members identified through our efforts. We identified
55 different GH enzymes and two CBM proteins, within
29 different CAZy families (Figure 2). Our data are simi-
lar to a previous report from N. corniger, which identi-
fied 48 proteins within 22 CAZy and Pfams [17],
whereas Warnecke et al. [14] reported 13 CAZY pro-
teins. Using a high confidence criterion, we identified
protein matches for GH3, GH7 (two matches), GH9 and
two CBMs from families 6 and 27. Previous proteomic
efforts from Burnum et al. [17] retrieved members of
six CAZy families (eight different protein targets), that
passed filtering criterion of more than two unique pep-
tide identifications. Several protein hits for polysacchari-
dases were found in our proteomic study with low
significance, which may be justified by enzymes that
were insoluble and/or remained firmly bound to ligno-
cellulose or the unavailability of a representative gen-
ome, coupled by dealing with a microenvironment
where proteins may be under-represented [49].
The proteomic study presented herein increased the
range of known enzymes present in the lower termite
digestome. We have found protein identifications for
cellulose degrading enzymes (GH1, GH3, GH5, GH7
and GH16), xylan (GH10, GH11 and GH43) and man-
nan (GH2 and GH38) degrading components, pectinases
(GH28 and GH29) and b-galactosidases (GH42), as well
as amylases (GH13, GH31 and GH57) and chitinases
(GH18 and GH85). Fewer than half these components
were previously reported in the proteome of N. corniger;
the exceptions being GH2, GH7, GH10, GH11, GH16,
GH18, GH28, GH29, GH31, GH38 and GH57 [14,17].
Metagenome sequencing of the hindgut of N. corniger
have confirmed the coding genes for all protein hits
identified by our study, but not for GH7, GH10 and
GH29, which are virtually absent in higher termite
metagenomes [14,17]. On the other hand, confirming
our proteomic data, carbohydrate-active transcripts for
GH16 have been reported for termite symbionts and
beetles [12,50,51] and GH7 have been retrieved in fungi
and termite symbionts; GH 9 from C. gestroi was
retrieved from the expressed sequence tag library, and
GH2, GH3, GH11, GH18 and GH38 were represented
in the host and symbiont sequence pools from Reticuli-
termes spp.
Our strategy not only enabled us to push forward the
identification of glycoside hydrolases, but also validated
our results for protein identification with both high and
low confidence criteria (identification of only one
unique peptide). The protein matches with low confi-
dence, such as GH10, GH11 and GH 43, were derived
from chromatographic fractions that degraded xylan,
likewise proteins matching GH2, GH38 and CBM27
corresponded to fractions with hydrolytic activity on
mannan. GH16 was identified from chromatographic
fractions with high hydrolytic activity on lichenan.
Moreover, the partial purification of two enzymes with
low confidence followed by characterization using speci-
fic APTS-labeled oligosaccharides, made two low confi-
dence protein matches for GH2 and GH7 more reliable.
Collectively, our findings can offer a first glimpse of the
GH range existing in the lower termite digestome, as
well as help to suggest target genes for cloning and het-
erologous expression in future termite-based biomass
conversion strategies. The use of robust LC-MS/MS
analyzers and deep sequencing in a third generation
sequencer could generate large data sets for termite
digestome analysis, and further studies may be required
to reveal additional components, such as lignin degrad-
ing proteins.
Conclusions
The biochemical characterization analysis presented
herein showed, for the first time, that the lower termite,
C. gestroi, possess the ability to cleave almost all the gly-
cosidic bonds contained in 18 polysaccharide substrates
tested at a pH range of pH 3 to pH 8. Furthermore, the
metaproteomic approach reveled the repertoire of glyco-
side hydrolase families involved in biomass conversion
in the C. gestroi digestome, such as cellulase members
from GH1, GH3, GH5, GH7, GH9 and CBM 6, hemicel-
lulases GH2, GH10, GH11, GH16, GH43 and CBM27
and pectinases GH28 and GH29. We expect that our
findings will provide the biochemical and molecular
basis for further studies on termite biology and diges-
tome physiology, from which a number of important
applied research topics can be generated, such as the
development of novel enzymatic routes for use in bio-
mass-to-bioethanol applications.
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b-1-4 glycosidic bonds. Protein assignments for GH16
(3%), probable endo-b-1-3-glucanase, were also present
in the termite extract (Figure 2). Xylanolytic enzymes,
members of GH10 and GH11 families, also counted as
an important component, comprising up to 6% of the
total peptides identified. Three peptides with matches
for family GH43, with known activities including b-xylo-
sidase and a-L-arabinofuranosidase, were found in our
analysis. Potential mannan-hydrolytic enzymes, members
from families GH2 and GH38 (three peptides identified),
as well as polygalacturonase(GH28), beta-galactosidase
(GH42), fucosidases (GH29) and fructofuranosidases
(GH32) were identified (one peptide match of each,
respectively). A remarkable number of peptides with
matches for starch-degrading and branching enzymes
were found; matches for families GH4, GH13, GH31,
GH57, GH63, GH65, GH85 and GH94 counted up to
22% of the total peptides matches. Protein matches for
putative lysozymes were also found and GH25 and
GH28 members, one peptide for each family, were iden-
tified. About 3% of the peptides matches found (two dis-
tinct protein matches) were identified as chitinases,
based on GH18 classification.
The enzyme hydrolytic activity verified on chromato-
graphic fractions selected for mass spectrometry analysis
corroborated with their protein identification by LC-
MS/MS, thereby validating the identification of proteins
that have a unique peptide sequence found in our pro-
teomic analysis (Additional File 1). Cellulolytic protein
matches to GH1, GH3, GH5, GH7 and GH9 were
mostly derived from the chromatographic fraction active
on hydrolyzing CMC and lichenin. Among the peptides
found with low confidence criteria, which were con-
firmed by the expected enzymatic hydrolysis, were
members of families GH10, GH11 and GH43 (Addi-
tional File 1). Those were identified by their hydrolytic
activity on xylan. The unique peptide match for GH16
was derived from a positive fraction with activity against
lichenin, and another unique match for GH2 was
derived from mannan degrading fractions.
With the aim of further validating our proteomic
results, we analyzed a couple of ion-exchange (IEX)
fractions through SDS-PAGE and ran a carbohydrate
degradation profile by capillary zone electrophoresis. As
shown in Figure 3A, the analysis by capillary electro-
phoresis of cellopentaose degradation by the IEX4-37
fraction, with just one peptide match identified as GH7,
showed the derived hydrolysis products as being cello-
biose and cellotriose. The enzyme source specifically
cleaved internal glycosidic bonds of 8-aminopyreno-
1,3,6-trisulfonic acid (APTS)-reducing-end-labeled-cello-
pentaose (Figure 3A), which was the expected mode of
action for a GH7 type endoglucanase. The SDS-PAGE
analyses for fraction IEX4-37 reveled one unique band
around 53 kDa (Figure 3C), the predicted molecular
weight for this protein match as suggested by the Mas-
cot ion search. The purified fraction IEX1-26, which
was identified as a single peptide match for the GH2
family, was able to hydrolyze mannohexaose, producing
mannotriose and mannobiose, as expected for typical
endo-b-1,4-mannanase hydrolysis (Figure 3B). The SDS-
PAGE for IEX1-26 reveled protein bands of about 80
kDa (Figure 3C), compatible for mannanases derived
from fungi and bacteria [27,28].
Discussion
The molecular pathways of biomass conversion by ter-
mites have long intrigued researchers of both basic and
applied biosciences. Here, we described the first global
study of the enzymatic repertoire involved in plant poly-
saccharide degradation by the lower termite, C. gestroi, a
main urban pest occurring in Brazil. The goal of our
work was to expand the knowledge on plant biomass
degradation by termites through culture-independent
approaches, based on biochemical and global proteome
characterization of termite cell extracts [7,29].
The study herein shows a comprehensive functional
characterization of the crude body extracts from C. ges-
troi. We challenged the ability of the crude termite
extract to degrade a wide collection of substrates,
including natural polysaccharides and pNP derivatives.
The C. gestroi digestome managed to break down all
kinds of natural polysaccharides, highlighting the
Figure 2 Distribution of different unique peptides identified
with similarity with CAZy families. MS/MS analyses from C. gestroi
digestome showed unambiguous assignments for 68 different
unique peptides, which were distributed in 29 different CAZy
families. MS/MS: in tandem mass spectrometry.
Franco Cairo et al. Biotechnology for Biofuels 2011, 4:50
http://www.biotechnologyforbiofuels.com/content/4/1/50
Page 4 of 10
166 
Methods
Termites
Workers of C. gestroi were collected from field colonies
with traps of corrugated cardboard and from incipient
colonies reared in the Termite Laboratory of the Biology
Department, UNESP, Rio Claro, São Paulo, Brazil
(22823’S, 47831’W). Termites were kept at room tem-
perature with nest materials and worker termites manu-
ally selected and utilized for all experiments.
Crude enzyme extract preparation
Total protein extractions for biochemical characterization
were prepared from 50 whole termite bodies. They were
homogenized using Potter-Elvehjem Tissue Grinder
(Wheaton, Millville, NJ, USA) with 1 mL of 50 mM McIl-
vine [52] buffer extraction at pH 5.0. After extraction, the
mixture was centrifuged at 20,100 g for 20 minutes at 4°C.
The supernatant was collected and is here referred as
crude enzyme extract. Protease inhibitor cocktail (Anresco
- Solon, OH, USA) was added to the crude extract pro-
duced (1 μL/mL). The concentration of the protein in
crude extract was determined by the Bradford method
[53] All experimental procedures were performed on ice.
Enzymatic assays
The assays for biochemical characterization were con-
ducted with 10 μL of crude enzyme extract (3.2 μg/μL)
incubated with 40 μL of 50 mM McIlvine buffer (pH 4 to
pH 8) and 50 μL of 0.5% specific substrate (in water), in
96-well PCR plates, in triplicate, at 37°C, for 20 minutes to
60 minutes, depending on the substrate. Substrates were
purchased from Megazyme (Wicklow, Ireland) and Sigma
Aldrich (St, Louis, MO, USA). Enzymatic assays were
stopped by the addition of 100 μL of dinitrosalicylic acid
[54] and heated at 99°C for 5 minutes. The measurement
of color change was performed at 550 nm using a micro-
plate reader (InfiniteM200 Tecan - Männedorf, Switzer-
land). The enzymatic assays with pNP were performed as
follows: 10 μL of crude extracts were incubated with 10 μL
of 5 mM pNP substrates, 30 μL of 50 mM McIlvine buffer
(pH 4 to pH 8) and 10 μL MilliQ-Water (Millipore - Bill-
erica, MA, USA). Assays were stopped by the addition of
100 μL of 1 M sodium carbonate. The measurement of
color change was performed at 400 nm using a microplate
reader. The enzymatic assays were done in triplicate. Glu-
cose and pNP were used for the standard curve construc-
tion. The enzymatic activity assays results were expressed
in terms of mM of glucose equivalents produced
Chromatographic separation steps through ion-exchange
and gel filtration
The metaproteomic analysis on the whole body of C.
gestroi was carried out to reveal polysaccharidases con-
tained in the termite digestome. To reduce the
complexity of the sample, the termite crude extract was
submitted to chromatographic separation followed by
enzymatic activity screening of purified fractions. Four
types of polysaccharides were used as substrates for
enzymatic activity assays, namely CMC, lichenan, man-
nan and xylan.
Prior to FPLC-LC-MS/MS analysis, about 500 termites
were used for crude enzyme extract preparation, as
described above, using 100 mM phosphate-potassium
buffer (PPB), pH 6.2. The ion-exchange (IEX) purifica-
tion chromatography was carried out using a Resource
Q anionic exchange column on an AKTA Purifier Sys-
tem (both GE Healthcare Life Sciences - Piscataway, NJ,
USA). Initially, 1.5 mL of crude extract was cleared on a
Millipore filter of 0.45 μm and then 1 mL was applied
onto the Resource-Q column, equilibrated with 100 mM
PPB, pH 6.2. The termite crude extract was fractionated
through a linear gradient (100 mL) of 0 to 1 M sodium
chloride in 100 mM PPB, pH 6.2, at a flow rate of 1.0
mL/min and collecting 2-mL fractions. IEX purifications
were repeated five times, generating 250 eluted fractions.
These fractions were submitted to enzymatic assays
against the polysaccharide substrates at room tempera-
ture for 24 hours. Fractions with positive enzymatic
activity were selected for LC-MS/MS analysis.
Fractions derived from IEX positively selected for
lichenanases, xylanases, CMCase and mannanases activ-
ity screenings were applied onto Hi-Load 16/60 Super-
dex 75 - Gel Filtration Column (GE Healthcare),
equilibrated in 100 mM PPB, and eluted in 100 mM
PPB, pH 6.2 containing 0.5 M sodium chloride, at a
flow rate of 0.1 mL/min with 2-mL fractions. Fractions
of gel filtration chromatography with positive activity
against the substrates described above were selected for
LC-MS/MS analysis.
Mass spectrometer analysis (LC-MS/MS)
About 500 μL of eluted fractions from chromatography
steps were precipitated with ice cold acetone (Merck -
Darmstadt, Germany) (1:2, v:v), then incubated at -20°C
for 2 hours, followed by centrifugation at 4°C. The
supernatant was recovered and the pellet was dried with
a Speed-Vac (Eppendorf - Hauppauge, NY, USA) for 30
minutes and then resuspended into 100 μL of 50 mM
ammonium bicarbonate. Proteins were reduced, alky-
lated and the reduction step repeated. Proteins were
then digested with 1 μg trypsin (Porcine Prep Grade
Sequence, Promega - Madison, WI, USA), in 1 mM cal-
cium chloride) at 37°C overnight. The reaction was
stopped by adding 0.1% formic acid (Merck) and dried
in the Speed-Vac. Each sample was resuspended in 12
μL formic acid, 0.1%, and an aliquot (4.5 μL) of the
resulting peptide mixture was separated by C18 (100 μm
× 100 mm) RP-nanoUPLC (nanoAcquity, Waters)
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coupled with a Q-Tof Ultima mass spectrometer
(Waters) with a nano-electrospray source at a flow rate
of 0.6 μL/min. The gradient was 2% to 90% acetonitrile
in 0.1% formic acid over 60 minutes. The instrument
was operated in the ‘top three’ mode, in which one MS
spectrum is acquired followed by MS/MS of the top
three most intense peaks detected. The spectra were
acquired using the software MassLynx v.4.1 (Waters -
Milford, MA, USA) and the raw data files were con-
verted to a peak list format (mgf), without summing the
scans, by the software Mascot Distiller v.2.3.2.0, 2009
(Matrix Science Ltd.). These were then searched against
the CAZy Database (67,651 sequences; 33,940,339 resi-
dues [20]) using Mascot v.2.3.01 engine (Matrix Science
Ltd.), with carbamidomethylation as the fixed modifica-
tion, oxidation of methionine as a variable modification,
one trypsin missed cleavage and a tolerance of 0.1 Da
for both precursors and fragment ions. Only peptides
with a minimum of five amino acid residues, with a sig-
nificance threshold of P < 0.05 (Mascot-based score)
were considered as a product of peptide cleavage. The
peptide was considered as unique when it differed in at
least one amino acid residue and covalently modified
peptide, including N- or C-terminal elongations (that is,
missed cleavages). Different charging states of the same
peptide and modifications were not counted as unique.
Capillary electrophoresis
Cellopentaose and mannohexaose (Megazyme) were
derivatized with APTS by reductive amination, as
described by dos Santos et al. [55]. Enzymatic reactions
were performed as described for standard enzymatic
activity, except that 1 pM of APTS-labeled specific oli-
gosaccharides were used as substrates. Capillary zone
electrophoresis was performed on a P/ACE MQD (Beck-
man Coulter - Indianapolis, IN, USA) with laser-induced
fluorescence detection. A fused silica capillary
(TSP050375, Polymicro Technologies - Phoenix, AZ,
USA) of internal diameter 50 mM and length 31 cm
was used as separation column for the oligosaccharides.
Samples were injected by the application of 0.5 psi for
0.5 seconds. Electrophoresis conditions were 10 kV/70-
100 mA with the cathode at the inlet, 0.1 M sodium
phosphate, pH 2.5, as a running buffer, and a controlled
temperature of 20°C. The capillary was rinsed with 1 M
sodium hydroxide followed by running buffer to prevent
carryovers. APTS-labeled oligomers were excited at 488
nm and emission was collected through a 520-nm band
pass filter. Because of the small volumes of capillary
electrophoresis combined with small variations in buffer
strength, retention times varied slightly when comparing
separate electrophoresis runs. The combined informa-
tion, obtained from the electrophoretic behavior and co-
electrophoresis with oligosaccharides, was used for the
identification of formed products.
Additional material
Additional file 1: Table 1. Glycoside hydrolases and protein
carbohydrate-binding modules identified from C. Gestroi. Prior to LC-
MS/MS, the termite crude extract was submitted to chromatographic
separation steps through ion-exchange (IEX) and gel filtration (GF),
followed by enzymatic activity screening of purified fractions. The results
of enzymatic activity assays of the chromatographic fractions were
expressed in terms of mM of glucose equivalents produced, against the
following substrates: L = lichenan; M = mannan; C = carboxymethyl
cellulose; X = xylan. In cases that different fractions identified the same
peptide, only the higher enzymatic activity observed is reported, which is
the first “IEX#” fraction listed.
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